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Resumen 
 
 
El rol del ácido hialurónico en el metabolismo oxidativo y en los sistemas de señales 
intracelulares en la capacitación del espermatozoide criopreservado bovino 
 
 
El ácido hialurónico, glicosaminoglicano lineal no sulfatado de alto peso molecular, se 
encuentra presente en el epitelio del reservorio oviductal espermático y en los fluidos uterinos 
de los rumiantes. El principal receptor de membrana de ácido hialurónico (CD44) es una 
glicoproteína localizada en el oviducto bovino, en donde la unión del ácido hialurónico al 
receptor cumpliría un rol en la maduración del ovocito, el almacenamiento de 
espermatozoides, la capacitación espermática y en interacciones vinculadas con la fertilización. 
La heparina es también un glicosaminoglicano presente en el tracto genital de la hembra 
bovina, que se utiliza frecuentemente en esta especie como inductor fisiológico de la 
capacitación espermática in vitro.  
Diferentes enzimas se encuentran involucradas en la transducción de señales durante 
la capacitación espermática, entre ellas adenilato ciclasa, proteína quinasa A, tirosina quinasa y 
proteína quinasa C. En células espermáticas se ha identificado la participación de estas 
enzimas no sólo en la capacitación sino también en la reacción acrosomal y la motilidad 
espermática.  
  Los espermatozoides son células metabólicamente activas debido a que poseen las 
enzimas necesarias para llevar a cabo vías metabólicas como la glucólisis, el ciclo de Krebs y la 
cadena respiratoria mitocondrial. El objetivo de dichas vías es la obtención de energía, ya que 
la capacitación espermática requiere de abundante energía para su inducción y sostenimiento. 
El metabolismo espermático está compuesto por numerosas enzimas entre las que se 
destacan en el espermatozoide bovino, lactato deshidrogenasa, creatina quinasa y enzimas del 
ciclo de Krebs como isocitrato y malato deshidrogenasa.  
Los reportes de otros autores y los resultados obtenidos previamente en nuestro 
laboratorio justifican la necesidad de profundizar la investigación sobre el rol del ácido 
hialurónico en la capacitación, es así que el objetivo general de la tesis fue determinar en el 
espermatozoide bovino criopreservado durante la capacitación con heparina o ácido 
hialurónico, los cambios en señales intracelulares (adenilato ciclasa de membrana, tirosina 
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quinasa  y proteína quinasa C), de actividades enzimáticas (lactato deshidrogenasa, creatina 
quinasa, malato deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasa) vinculadas con la obtención de 
energía y consumo de oxígeno, utilizando piruvato y lactato como sustratos oxidativos, para 
optimizar la preparación de la gameta en la fertilización del ovocito bovino in vitro.  
En el presente estudio, la concentración óptima hallada para la capacitación con ácido 
hialurónico y el mantenimiento de la viabilidad espermática fue de 1000 µg/ml con 60 minutos 
de incubación. En la capacitación del espermatozoide bovino criopreservado inducida por 
heparina o ácido hialurónico, se estarían involucrando distintos mecanismos de señales 
intracelulares, estas diferencias serían las responsables de que los inductores requieran 
diferentes tiempos de incubación y concentraciones. La capacitación inducida con ácido 
hialurónico fue menor que la alcanzada por heparina, sin embargo ambos glicosaminoglicanos 
promovieron cambios intracelulares que permitieron la reacción acrosomal verdadera in vitro 
inducida por lisofosfatidilcolina en el espermatozoide bovino. 
A partir de los resultados obtenidos se infiere que para mantener la viabilidad y la 
capacitación espermática es la combinación de piruvato y lactato la mejor opción para 
asegurar un metabolismo activo en la gameta. Es así que bajo condiciones de provisión de 
lactato y piruvato en el medio de incubación, el ácido hialurónico provoca un patrón 
metabólico donde los esqueletos carbonados son usados por la lactato deshidrogenasa, 
generando lactato en el medio de incubación, que no se deriva a la obtención de piruvato para 
producir energía a través del ciclo de Krebs y la cadena respiratoria. Este último 
glicosaminoglicano mantiene un metabolismo caracterizado por la participación de  las 
enzimas lactato deshidrogenasa, creatina quinasa, isocitrato y malato deshidrogenasa 
dependientes de NADP para producir energía y coenzimas suficientes para la capacitación 
espermática. En cambio, la heparina desencadena un metabolismo oxidativo mitocondrial, 
confirmado por el aumento del consumo de oxígeno que provoca este inductor, junto con un 
aumento de la actividad de isocitrato y malato deshidrogenasa dependientes de NAD, y baja 
actividad de lactato deshidrogenasa y creatina quinasa.  
Respecto a las señales intracelulares estudiadas, el bloqueo de la capacitación y 
descenso del metabolismo oxidativo en muestras espermáticas capacitadas con heparina en 
presencia de los inhibidores de adenilato ciclasa de membrana, proteína quinasa C y tirosina 
quinasa sugieren que se requiere de la actividad de dichas enzimas para modular la 
capacitación y el metabolismo oxidativo. Contrariamente, la inhibición de adenilato ciclasa de 
membrana no bloquea completamente la inducción de la capacitación producida por el ácido 
hialurónico y no afecta al consumo de oxígeno mitocondrial, pero disminuye la actividad de 
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lactato deshidrogenasa y creatina quinasa. Al inhibir proteína quinasa C y tirosina quinasa, la 
capacitación con ácido hialurónico evidenció estar mediada por estas enzimas, al igual que la 
actividad de isocitrato y malato deshidrogenasa dependientes de NADP. La motilidad en la 
capacitación con heparina estaría mediada por tirosina quinasa, y en la capacitación con ácido 
hialurónico por proteína quinasa C y tirosina quinasa. 
La heparina y el ácido hialurónico son dos glicosaminoglicanos capaces de provocar la 
capacitación en el espermatozoide bovino involucrando diferentes vías metabólicas y 
regulación de señales intracelulares dependientes de adenilato ciclasa de membrana, proteína 
quinasa C y tirosina quinasa, es decir diferentes caminos para alcanzar la capacidad fertilizante. 
El presente trabajo de tesis contribuye a optimizar las condiciones de capacitación in vitro de 
semen criopreservado bovino, que impactará sobre la fertilización in vitro de esta especie. A 
través del conocimiento de los mecanismos intracelulares y las variaciones del metabolismo 
espermático, se valida el uso de ácido hialurónico como inductor fisiológico de la capacitación 
espermática. 
 
 
 
 
 
Palabras clave: ácido hialurónico, capacitación, heparina, metabolismo, señales intracelulares, 
espermatozoide bovino.  
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Abstract 
 
 
The hyaluronic acid role on the oxidative metabolism and intracellular signals 
systems in the capacitation of cryopreserved bovine spermatozoa 
 
 
Hyaluronic acid, a high molecular weight non-sulfated linear glycosaminoglycan, is 
present in the spermatic reservoir of oviductal epithelium and uterine fluids of ruminants. The 
main membrane receptor of hyaluronic acid (CD44) is a glycoprotein located in the bovine 
oviduct, where the binding of hyaluronic acid with its receptor would play a role in oocyte 
maturation, sperm storage, sperm capacitation and interactions related with fertilization. 
Heparin is a glycosaminoglycan present in the bovine female genital tract, which is frequently 
used in this species as a physiological inductor of sperm capacitation in vitro. 
Different enzymes are involved in signal transduction during sperm capacitation, 
including adenylate cyclase, protein kinase A, tyrosine kinase and protein kinase C. In sperm 
cells the participation of these enzymes has been identified not only in capacitation but also in 
acrosome reaction and sperm motility. 
Sperm cells are metabolically active because they possess enzymes necessary to carry 
out various pathways, such as glycolysis, Krebs cycle and mitochondrial respiratory chain. The 
objective of these pathways is energy production, since sperm capacitation requires abundant 
energy for its induction and maintenance. Sperm metabolism is composed of numerous 
highlighted enzymes in bovine sperm such as lactate dehydrogenase, creatine kinase and 
isocitrate and malate dehydrogenase of the Krebs cycle. 
Reports from other authors and results previously obtained in our laboratory justify 
the need for further research regarding the role of hyaluronic acid in capacitation, so the aim 
of the thesis was to determine changes in intracellular signals (membrane adenylate cyclase, 
tyrosine kinase and protein kinase C), enzyme activities (lactate dehydrogenase, creatine 
kinase, malate dehydrogenase, isocitrate dehydrogenase) and oxygen consumption using 
pyruvate and lactate as oxidative substrates in cryopreserved bovine spermatozoa during 
capacitation with heparin or hyaluronic acid, which could lead to optimize the preparation of 
the male gamete for bovine oocyte fertilization in vitro. 
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In the present study, the optimal concentration found for hyaluronic acid capacitation 
and maintenance of sperm viability was 1000 µg/ml with 60 minutes of incubation. The 
induction capacitation in cryopreserved bovine sperm by heparin or hyaluronic acid would be 
involving different intracellular signal mechanisms. These differences would explain why both 
inducers require different incubation times and concentrations. Although capacitation induced 
by hyaluronic acid was lower than that registered by heparin, both glycosaminoglycans 
promoted intracellular changes that allowed true acrosome reaction in vitro induced by 
lysophosphatidylcholine in bovine sperm. 
Our results suggest that to maintain sperm viability and capacitation the combination 
of pyruvate and lactate is the best choice to ensure an active metabolism in the gamete. So, 
with lactate and pyruvate provision in the incubation medium, hyaluronic acid causes a 
metabolic pattern where the carbon skeletons are used by lactate dehydrogenase, generating 
lactate, which is not derived to pyruvate to produce energy through Krebs cycle and 
respiratory chain. Hyaluronic acid maintains a metabolism characterized by the participation of 
lactate dehydrogenase, creatine kinase, isocitrate and malate dehydrogenase NADP-
dependent enzymes to produce enough energy and coenzymes for sperm capacitation. In 
contrast, heparin capacitation produces a mitochondrial oxidative metabolism, confirmed by 
the increase in oxygen consumption caused by this inducer together with increased isocitrate 
and NAD-dependent malate dehydrogenase activities and lower lactate dehydrogenase and 
creatine kinase activities. 
The capacitation blocking and the decrease of oxidative metabolism by the presence of 
membrane adenylate cyclase, protein kinase C and tyrosine kinase inhibitors in sperm samples 
incubated with heparin suggest that capacitation and oxidative metabolism are modulated by 
these enzymes. In contrast, the inhibition of membrane adenylate cyclase does not completely 
block hyaluronic acid induction of capacitation and does not affect mitochondrial oxygen 
consumption, but decreases lactate dehydrogenase and creatine kinase activities. When 
protein kinase C and tyrosine kinase were inhibited, hyaluronic acid capacitation proved to be 
mediated by these enzymes and by isocitrate and NADP-dependent malate dehydrogenase 
activities. Heparin induced capacitation would be mediated by tyrosine kinase, while 
hyaluronic acid capacitation induction would involve protein kinase C as well. 
In conclusion, heparin and hyaluronic acid are two glycosaminoglycans capable to 
capacitate bovine sperm involving different metabolic pathways and intracellular signals 
regulation dependent on membrane adenylate cyclase, protein kinase C and tyrosine kinase to 
obtain fertilizing capacity. This thesis contributes to optimize the conditions of cryopreserved 
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bovine sperm capacitation in vitro, which will impact on in vitro fertilization in this species. 
Through the increase in the knowledge regarding intracellular mechanisms and changes in 
sperm metabolism the use of hyaluronic acid as a physiological sperm capacitation inducer is 
validated. 
 
 
 
 
 
Key words: hyaluronic acid, capacitation, heparin, metabolism, intracellular signals, bovine 
spermatozoa.  
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Introducción 
 
El espermatozoide bovino 
 
La gameta masculina participa en la fertilización del ovocito no sólo aportando su 
material genético como usualmente se considera, sino que contribuye también en la activación 
de la gameta femenina y en un centrosoma, material perinuclear y posiblemente ARN 
mensajero al cigoto y futuro embrión (Ostermeier y col., 2004). A diferencia del ovocito, el 
espermatozoide pierde la mayor parte de sus membranas, citoplasma y organelas de la cabeza 
y cola al momento de fertilizar el ovocito, sin embargo durante su trayecto por el tracto genital 
femenino se transforma en una célula motil capaz de sobrevivir y funcionar fuera del tracto 
reproductor masculino (Sutovsky y Manandhar, 2006). En este sentido, la estructura 
espermática resulta ser compleja y conformada por diferentes partes conectadas estructural y 
funcionalmente. 
La célula espermática posee una estructura alargada compuesta por una cabeza 
portadora del núcleo, un cuello y una cola o flagelo que contiene el aparato necesario para la 
motilidad celular. El espermatozoide completo está cubierto por una membrana plasmática y 
posee un acrosoma, estructura de doble membrana ubicada entre la membrana plasmática y 
la porción anterior de la cabeza. El acrosoma constituye un verdadero saco membranoso que 
contiene enzimas hidrolíticas que participan en el proceso de fecundación. La cabeza 
espermática contiene al núcleo celular que es aplanado y oval, y que contiene al ADN haploide 
asociado a histonas y protaminas formando una cromatina condensada muy compacta 
(Brewer y col., 2002). La cola espermática se divide en tres segmentos, medio, principal y 
terminal. El centro del segmento medio se compone por nueve pares de microtúbulos 
dispuestos radialmente alrededor de dos filamentos centrales, constituyendo el axonema que 
da la motilidad al espermatozoide. Estas estructuras están rodeadas de numerosas 
mitocondrias que proveen la energía necesaria para la motilidad espermática (Hafez y col., 
2002).      
La morfología espermática normal de la especie bovina se caracteriza por una cabeza 
con forma de disco ovoidal y aplanada, con un promedio de 9 micras de longitud y 4,25 micras 
de ancho. La longitud total del espermatozoide es de 72 micras promedio (Holy, 1983).  
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Figura 1 
Espermatozoide bovino  
Estructura externa e interna del espermatozoide bovino. A: Microtúbulos periféricos; B: 
Estructura axonema; C: Microtúbulos centrales; 1: Brazo externo de dineína; 2: Brazo interno 
de dineína; 3: Complejo de ensamble; 4: Complejo de radio; 5: Cabeza de radio; 6: Tallo de 
radio; 7: Proyección central; 8: Puente central; 9: Unión interpar.  
(Adaptación de Hafez y col., 2002 y Olivera y col., 2006). 
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Espermatogénesis y maduración epididimaria 
 
Las gametas masculinas se forman en los túbulos seminíferos testiculares en un 
proceso conocido como espermatogénesis. Las células del epitelio seminífero experimentan 
una serie de divisiones celulares que comienzan en la periferia y avanzan hacia la luz del 
túbulo. Las células madre o espermatogonias se dividen varias veces hasta formar el siguiente 
estadio celular, los espermatocitos, que experimentan una división meiótica que reduce el 
contenido de ADN a la mitad (espermatocitogénesis). Las células haploides formadas se 
denominan espermátides, las cuales sufren una serie de cambios estructurales para formar 
finalmente los espermatozoides (espermiogénesis). El proceso por el cual las células 
germinales formadas se liberan al interior de la luz de los túbulos seminíferos se conoce como 
espermiación. El tiempo necesario para completar la espermatogénesis varía de acuerdo a la 
especie animal, siendo de catorce días para el toro (Hafez y col., 2002).  
Cuando los espermatozoides de mamífero son liberados del epitelio seminífero están 
inmaduros y son incapaces de lograr la motilidad requerida para fertilizar al ovocito, 
adquiriendo dichas habilidades en su pasaje a través del epidídimo, lugar donde se producen 
cambios sustanciales en la función, composición y organización celular (Acott y col., 1981; 
Gwatkin y col., 1972; Gwatkin y col., 1977). El tránsito de los espermatozoides a través del 
epidídimo se asocia con el desarrollo potencial para la motilidad progresiva sostenida, 
modificación de los patrones metabólicos y el estado estructural de las organelas de la cola, 
cambios en la cromatina nuclear, cambios en la superficie de la membrana plasmática, pérdida 
de la gota citoplasmática, y modificación de la forma del acrosoma en algunas especies. Este 
conjunto de cambios que permitirán que las células espermáticas adquieran la capacidad 
potencial de fertilizar ovocitos, se conoce como maduración epididimaria, que en la especie 
bovina tiene una duración de ocho a once días. Dicha capacidad se considera potencial ya que 
los espermatozoides deben experimentar una capacitación antes de que puedan penetrar en 
la estructura del ovocito (Hafez y col., 2002). 
Durante la maduración epididimaria, en la membrana plasmática del espermatozoide 
se producen diversas modificaciones en las cargas de la superficie celular, la unión con lectinas, 
la distribución de partículas intramembranosas, la fluidez de membrana, la composición 
lipídica - proteica y la unión con anticuerpos (Reger  y col., 1985; Suzuki, 1990). El epidídimo 
tiene una síntesis activa de colesterol (Hamilton y col., 1970) que es transferida a la membrana 
del espermatozoide durante la maduración espermática (Seki y col., 1992), sugiriendo que este 
lípido es una molécula clave de la función de las membranas (Parks y col., 1985). La 
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estabilización de la membrana por el colesterol es beneficiosa para el espermatozoide durante 
la maduración, debido a que permite realizar las modificaciones de membrana cuando 
atraviesa el tracto genital femenino para fecundar al ovocito. Algunas proteínas adsorbidas o 
integradas a la membrana del espermatozoide (Dacheux y col., 1989; Romrell y col., 1982), 
modifican su localización durante la maduración epididimal y otras son alteradas, 
enmascaradas o reemplazadas progresivamente por proteínas nuevas epididimales (Kohane y 
col., 1980; Vreeburg y col., 1992). Estas modificaciones dinámicas de la membrana ocurren en 
el pasaje a través del tracto genital masculino, siendo más activas en la cabeza y en el cuerpo 
del epidídimo donde el espermatozoide adquiere habilidad fertilizante (Phillips y col., 1989; 
Dacheux y col., 1989). 
El plasma seminal constituye una mezcla compleja de secreciones originadas en  el 
testículo, epidídimo y las glándulas sexuales accesorias. Muchos polipéptidos que conforman 
su composición se unen a la superficie del espermatozoide y tienen un importante papel sobre 
la habilidad fertilizante de la gameta. En el bovino se han aislado proteínas del plasma seminal 
(BSP) provenientes de la secreción de las vesículas seminales (Manjunath y col., 1988; 1989), 
que cubren al espermatozoide eyaculado evitando la inducción temprana de la capacitación y 
la reacción acrosomal. Estos factores decapacitantes son proteínas originadas en el epidídimo 
y en las secreciones de las glándulas accesorias que tienen como función evitar la inducción de 
la capacitación (Chang, 1951; 1957). La fosfatidilcolina, el plasmalógeno de fosfatidilcolina y  la 
esfingomielina son los lípidos más abundantes de la membrana del espermatozoide y los  sitios 
de unión de las BSP (Desnoyers y col., 1992). Cuando el espermatozoide ingresa al tracto 
reproductor de la hembra las BSP son removidas e interactúan con la heparina y lipoproteínas 
de alta densidad (HDL), potenciando sus efectos capacitantes y estimulando el eflujo del 
colesterol y fosfolípidos de la membrana plasmática del espermatozoide bovino (Manjunath y 
col., 2002),  la alteración de la permeabilidad de la membrana, el aumento del influjo de calcio 
y la activación de fosfolipasa A2  induciendo la capacitación (Manjunath y col.,  1993). 
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Capacitación espermática 
 
Los espermatozoides de mamíferos requieren que se produzca una serie de eventos 
que in vivo ocurren en el tracto reproductor femenino para ser capaces de fertilizar al ovocito. 
En este conjunto de eventos conocido como capacitación espermática, se producen 
alteraciones bioquímicas y ultraestructurales que modifican la fluidez de la membrana 
plasmática, la concentración de calcio intracelular, la fosforilación de proteínas en tirosina, la 
actividad de proteína quinasas A (PKA), C (PKC) y tirosina quinasa y los patrones de motilidad. 
La capacitación le confiere a la gameta masculina la habilidad de adquirir una motilidad 
hiperactiva, interactuar con la zona pelúcida, desencadenar la reacción acrosomal e iniciar la 
fusión con la membrana plasmática del ovocito (Yanagimachi, 1994).  
En  espermatozoides de mamíferos las altas concentraciones de bicarbonato y de 
calcio presentes en el fluido seminal, ingresan a la gameta a través de canales de calcio y 
cotransportadores de sodio y bicarbonato en condiciones in vivo. En espermatozoides de 
diversas especies, el bicarbonato es capaz de producir un incremento del pH intracelular y 
activar a una adenilato ciclasa (AC) de tipo soluble, promoviendo de esta manera el 
incremento de la concentración de AMPc. Como consecuencia se activa la  PKA que 
desencadenará la fosforilación de diferentes proteínas y posterior activación de tirosina 
quinasas (Signorelli y col., 2012).  
 Durante la capacitación se producen cambios notables a nivel de las membranas 
plasmáticas del espermatozoide. Las alteraciones tempranas fueron asociadas a la activación 
de la vía desencadenada por la inducción del bicarbonato, activación de AC soluble y PKA, 
mientras que los efectos tardíos fueron relacionados con la presencia de aceptores de 
colesterol en los medios de incubación utilizados en condiciones in vitro en espermatozoides 
mamíferos (Gadella y col., 2006).  
Cabe señalar que los procedimientos utilizados en la criopreservación de semen han 
demostrado inducir cambios en las membranas espermáticas, como pérdida de la 
permeabilidad selectiva, modificación en la fluidez y agregación de fosfolípidos y proteínas, 
desencadenando una reducción de la motilidad, la actividad enzimática y la viabilidad de la 
gameta masculina (Thundathil y col., 1999). Todos estos eventos provocan un estado de 
capacitación prematura o crio-capacitación. En la especie bovina,  este estado de capacitación 
prematura y sus cambios estructurales en la membrana son similares a los observados durante 
la capacitación verdadera (Cornier y col., 1997).  El mecanismo por el cual la criopreservación 
podría desencadenar este fenómeno de capacitación prematura estaría vinculado con el 
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funcionamiento de canales de calcio localizados en las membranas del espermatozoide bovino 
(Florman y col., 1992), y el incremento del calcio intracelular que induce las señales 
intracelulares características del proceso (Bailey y col., 1994). 
La capacitación espermática también puede inducirse en condiciones in vitro por la 
acción de diferentes moléculas como bicarbonato y calcio en el espermatozoide de ratón 
(Visconti col., 1995) y también glicosaminoglicanos como la heparina en el bovino (Parrish y 
col., 1988) y en el porcino (Dapino y col., 2006).  
 
 
 
Figura 2 
Capacitación espermática 
A) La remoción del plasma seminal y los factores decapacitantes adheridos a las membranas 
espermáticas permite la unión del calcio, albúmina y bicarbonato, entre otros, a las 
membranas en condiciones in vitro; B) Un reordenamiento de los componentes lipídicos de las 
membranas se produce a través de la remoción del colesterol inducida por el efecto de la 
albúmina; C) Finalmente la fluidez de las membranas se incrementa y la motilidad se vuelve 
hiperactiva.  
(Adaptado de Gadella y Luna, 2014). 
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Heparina  
 
La heparina es un glicosaminoglicano presente en el tracto genital de la hembra bovina 
(Lee y col., 1984). Este polisacárido sulfatado está formado por unidades de ácido D-
glucurónico o ácido L-idurónico y N-acetil-D-glucosamina. Parrish ha demostrado que la 
incubación de espermatozoides eyaculados bovinos con heparina incrementa el porcentaje de 
ovocitos fertilizados, y que cuando las muestras espermáticas capacitadas con heparina son 
expuestas al efecto de lisofosfatidilcolina el porcentaje de espermatozoides reaccionados se 
incrementó del 10 al 70% (Parrish y col., 1988).  
Diferentes proteínas de unión a la heparina (HBP) han sido identificadas en la 
secreción de las glándulas sexuales accesorias masculinas, que se unen a la heparina y otros 
glicosaminoglicanos presentes en el tracto reproductor de la hembra. En espermatozoides 
porcinos las HBP fueron detectadas como proteínas integrales y periféricas de la membrana 
periacrosomal, evidenciando un patrón de expresión diferencial de acuerdo a las condiciones 
fisiológicas espermáticas (Dapino y col., 2009); así mismo en espermatozoides eyaculados 
bovinos fueron detectados por inmunofluorescencia dominios específicos en la membrana 
espermática de la región acrosomal y post-acrosomal que contenían las HBP (McCauley y col., 
1996).  
La heparina puede ser considerada como un inductor de la capacitación del 
espermatozoide bovino in vitro mediante la activación de PKC y un incremento en la 
concentración de calcio intracelular a través de canales de calcio voltaje dependientes tipo L, 
produciendo cambios metabólicos (Córdoba y col., 1997; 2006; 2008).  
 
 
Estructura química de la heparina 
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Ácido hialurónico 
 
El ácido hialurónico es un glicosaminoglicano lineal no sulfatado de alto peso 
molecular que está formado por unidades alternadas de ácido D-glucurónico y N-acetil-D-
glucosamina unidas mediante enlaces glicosídicos β 1-3 y β 1-4.  
La síntesis de ácido hialurónico en las células se produce a partir de glucosa mediante 
la vía de las hexosaminas. Una importante cantidad de ácido hialurónico ha sido detectada en 
los fluidos uterinos y oviductales de los rumiantes (Lee y col., 1984). El ácido hialurónico 
estaría localizado principalmente en el epitelio del reservorio oviductal espermático (Bergqvist 
y col., 2005). En mamíferos, el ácido hialurónico también es sintetizado por las células del 
cumulus oophorus durante la maduración del ovocito in vivo, mediante un proceso conocido 
como mucificación (Salustri y col., 1989). En la especie bovina, ha sido reportado que la 
presencia de cumulus juega un rol importante induciendo cambios en el espermatozoide e 
incrementando las tasa de fecundación del ovocito y desarrollo embrionario in vitro (Fukui y 
col., 1990). Otras investigaciones han reportado también que la presencia del cumulus mejoró 
la tasa de fecundación debido a que su agregado podría inducir la capacitación de los 
espermatozoides y la reacción acrosomal (Cox y col., 1993; Chian y col., 1995).  
En las membranas del espermatozoide bovino, al igual que la heparina, se han 
registrado proteínas de unión a ácido hialurónico (HABP) (Ranganathan y col., 1995), sin 
embargo el mecanismo de acción desencadenado por la interacción del ácido hialurónico y sus 
proteínas de unión todavía no ha podido ser dilucidado.  
Los glicosaminoglicanos, como el ácido hialurónico y la heparina, aceleran el influjo de 
calcio dentro del citoplasma del espermatozoide, induciendo la capacitación (Kawakami y col., 
2006). Ha sido demostrado que el ácido hialurónico además de acelerar el influjo de calcio, 
induce un incremento de la actividad de lactato deshidrogenasa y de producción de AMPc en el 
espermatozoide canino, provocando la capacitación (Kawakami y col., 2006). Así mismo se ha 
sugerido que este glicosaminoglicano secretado por las células del cumulus capacita al 
espermatozoide porcino in vitro (Suzuki y col., 2002).  
El principal receptor de membrana de ácido hialurónico (CD44) es una glicoproteína de 
85-100 kDa (Aruffo y col., 1990) que se encuentra en la superficie  de diversos tipos celulares 
como el epitelial (Alho y col., 1989) y macrófagos (Green y col., 1988). En el bovino se 
demostró la presencia del receptor en células del complejo ovocito-cumulus, estadios 
tempranos del embrión (Furnus y col., 2003) y células del epitelio oviductal (Bergqvist y col., 
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2005). También fue localizado este receptor en el espermatozoide humano (Bains y col., 2002) 
y en el de rata (Borg y col., 2008). 
La localización de CD44 en el reservorio espermático de oviducto bovino podría indicar 
una vía de señalización intracelular generada a partir de la unión ácido hialurónico-CD44, que 
cumpliría un rol en la maduración del ovocito, el almacenamiento de espermatozoides, la 
capacitación espermática y en interacciones vinculadas con la fertilización (Bergqvist y col., 
2005).  
 En células tumorales CD44 está acoplado al menos a dos tirosinas quinasas, p185 y c-
Src quinasa (Bourguignon y col., 2001; 1997) y a PKC (Hall y col., 2001), y en fibroblastos a MAP 
quinasas (Zhang y col., 1998). La interacción ácido hialurónico-CD44 estimula la actividad de 
una tirosina quinasa c-Src incrementando la fosforilación en tirosina de las proteínas del 
citoesqueleto de células tumorales (Turley y col., 2002).  
En espermatozoides eyaculados y congelados-descongelados de la especie humana ha 
sido sugerido que el ácido hialurónico es capaz de incrementar la velocidad y retener la 
motilidad y viabilidad, mediante el efecto desencadenado por la localización de un receptor de 
ácido hialurónico en la cabeza, pieza intermedia y cola espermática (Kornovski y col., 1994).     
 
 
Estructura química del ácido hialurónico 
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Señales intracelulares de los procesos espermáticos 
 
Diferentes enzimas se encuentran involucradas en la transducción de señales durante 
los procesos de capacitación espermática y reacción acrosomal, entre ellas adenilato ciclasa, 
proteína quinasa A, tirosina quinasa, proteína quinasa C y fosfolipasas.  
 
 
 Adenilato ciclasa  
 
En espermatozoides de mamíferos, se ha detectado actividad de adenilato ciclasa (AC) 
soluble y de membrana, responsable del AMPc intracelular que induce la capacitación e 
involucra la fosforilación de proteínas en tirosina (Adeoya-Osiguwa y col., 2000). Ambos tipos 
de AC se encuentran reguladas de diferentes formas; la AC soluble es insensible a la regulación 
por proteínas G y forskolina y es más activa en presencia de manganeso en espermatozoides 
de mamíferos (Gadella y col., 2006). Sin bien la AC soluble ha sido sugerida como la principal 
AC en el espermatozoide (Buck y col., 1999), la demostración de que la proteína G está 
involucrada en la respuesta a adenosina y calcitonina evidencia que la principal enzima del 
mecanismo de señales intracelulares es la AC de membrana en espermatozoides mamíferos 
(Fraser y col., 2005). El agregado de 2´,5´-dideoxiadenosina, un inhibidor específico de AC de 
membrana, inhibe el efecto estimulante de la forskolina y el CGS 21680, ambos agonistas de 
receptores de adenosina tipo 2, sobre la AC de membrana en espermatozoides mamíferos, 
disminuyendo la producción de AMPc (Fraser y col., 2005). Se ha reportado en el 
espermatozoide bovino que la activación de la AC de membrana es desencadenada por 
compuestos como heparina y adenosina (Breininger y col., 2010).     
El calcio y el bicarbonato presentes en el fluido seminal ingresan al espermatozoide a 
través de canales de calcio y cotransportadores de Na/HCO3, activando una vía mediada por 
AC soluble, PKA, tirosina quinasas y fosfatasas, desencadenando la fosforilación de proteínas 
en restos tirosina, la hiperactivación y la preparación para la reacción acrosomal (Signorelli y 
col., 2012). La hipermotilidad en humanos se regula a través de calcio, calmodulina, 
calmodulina fosfatasa y los niveles de AMPc intracelulares (Ahmad y col., 1995).  
La actividad enzimática de AC de membrana puede ser considerada como un punto 
moderador de las señales intracelulares inducidas durante la capacitación espermática, ya que 
se vincula esta enzima con la actividad de PKA y con otras fosforilaciones como la de la tirosina 
quinasa, que promueven los procesos espermáticos en los mamíferos.    
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Proteína quinasa A  
                        
La proteína quinasa A (PKA) se activa por el incremento de AMPc intracelular. Esta 
quinasa de serina/treonina está conformada por cuatro subunidades, dos catalíticas y dos 
reguladoras. Estudios inmuno - histoquímicos demostraron la localización de las subunidades 
reguladoras, RI y RI, en la región acrosomal en el espermatozoide bovino, involucrando a 
esta enzima con la capacitación (Visconti y col., 1995) y la reacción acrosomal (Vijayaraghavan 
y col., 1997).  
Durante la capacitación espermática la PKA fosforila diversas proteínas en residuos 
serina y treonina, activando directa o indirectamente otras quinasas y fosfatasas que 
finalmente provocarán un incremento de fosforilaciones en residuos de tirosina (Signorelli y 
col., 2012). La PKA está vinculada con la inducción de la capacitación en el ratón (Visconti y 
col., 1995) y en el carnero (Colás y col., 2010). Análogos del AMPc e inhibidores de 
fosfodiesterasa inducen la fosforilación de tirosina, a igual nivel que la inducción lograda con 
heparina, indicando una interrelación tirosina quinasa - PKA durante la capacitación del 
espermatozoide bovino (Galantino-Homer y col., 1997). 
 
 
Tirosina quinasa 
                   
La fosforilación de proteínas, especialmente de los residuos de tirosina, ha demostrado 
tener un papel regulador en la función espermática, ya que durante la capacitación se 
incrementa la fosforilación de residuos tirosina. Dicho incremento es llevado a cabo por un 
grupo de enzimas, las tirosina quinasas, que se diferencian en dos tipos, las que presentan 
dominios transmembrana y un sitio de unión a ligandos hacia el espacio extracelular, y las que 
se localizan en el citoplasma, en el núcleo o en la cara interna de la membrana celular, entre 
ellas la familia Src involucradas en la capacitación espermática en muchas especies (Signorelli y 
col., 2012).  
En el espermatozoide bovino, una vía de señalización mediada por AMPc, PKA y 
tirosina quinasa ha sido identificada durante la capacitación (Galantino-Homer y col., 1997). 
Así mismo, las tirosina quinasas, incluyendo las Src, están involucradas en la regulación de 
señales para permitir la capacitación del espermatozoide bovino (Satorre y col., 2010). La 
fosforilación de proteínas en tirosina también fue reportada durante la capacitación y la 
exocitosis acrosomal en el espermatozoide del carnero (Grasa y col., 2009). 
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En el humano la capacitación es regulada por una compleja interacción de pasos  
intracelulares, donde el incremento de calcio controlaría la fosforilación por actividad de 
tirosina quinasa de proteínas de 52, 55, 75 y 95 kDa (Luconi y col., 1996). En esta misma 
especie, el nivel de fosforilación de tirosina correlaciona fuertemente con la capacidad de 
unión a la zona pelúcida (Liu y col., 2006). 
La fosforilación de tirosina está involucrada en la inducción de la hiperactivación 
espermática en el hámster (Kulanand y col., 2001). La motilidad espermática también está 
regulada por la fosforilación de proteínas, existiendo una correlación entre la motilidad y la 
fosforilación de residuos de tirosina de una proteína de 55 kDa (Vijayaraghavan y col., 1997). 
Se han identificado proteínas de unión a PKA, denominadas AKAPs, como por ejemplo la 
isoforma AKAP3 localizada en el flagelo, que posee sitios de fosforilación en restos tirosina, 
que regulan la motilidad, la capacitación y la reacción acrosomal en el espermatozoide (Vizel y 
col., 2015).  
 
  
Proteína quinasa C  
 
La proteína quinasa C (PKC) es una quinasa de serina/treonina, clave en la regulación 
de los mecanismos de transducción de señales. En espermatozoides de ovino y bovino esta 
enzima fue encontrada principalmente en el citosol, siendo translocada posteriormente a la 
membrana plasmática debido a su unión a receptores intracelulares de proteínas y a la 
fosforilación específica de sustratos que determinan su función.  
En el bovino,  las isoenzimas de PKC ,  y  fueron localizadas en la región post-
acrosomal (Breitbart y col., 1992);  PKC es activada por ácido lisofosfatídico en presencia de 
calcio, mientras que la fosfolipasa D es regulada por PKC, participando en la inducción de la 
reacción acrosomal (Garbi y col., 2000). Se comprobó la unión de PKC con la membrana 
plasmática de espermatozoides de bovino no capacitados, constituyendo un evento temprano 
y dependiente de calcio en la reacción acrosomal (Lax y col., 1997). En células espermáticas, se 
ha identificado la participación de PKC no sólo en la reacción acrosomal sino también en la 
capacitación y la motilidad espermática (Breitbart y Naor, 1999; Almog y col., 2008). 
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Fosfolipasas 
 
Numerosos estudios han sido realizados para dilucidar el rol de las fosfolipasas durante 
la capacitación y la reacción acrosomal. Las fosfolipasas, como fosfolipasa C, D y A2, son 
enzimas que clivan fosfolípidos liberando compuestos como ceramidas, diacilglicerol (DAG), 
ácido fosfatídico, lisofosfolípidos y ácidos grasos libres (Flesch y col., 2000).  
La función del DAG sería la de activar la fosfolipasa A2 (Roldán y col., 1991) y PKC 
(Roldán y col., 1988). De esta forma, metabolitos como DAG participan en los mecanismos de 
señales intracelulares y activan cascadas de fosforilación de proteínas, desencadenando 
eventos como la exocitosis arosomal (Flesch y col., 2000).  
La activación de fosfolipasas se produce posteriormente al incremento de calcio 
intracelular. La hidrólisis de fosfatidilcolina vía fosfolipasa C, fuente de diacilglicerol, es 
regulada por la concentración de calcio intracelular. La activación de la fosfolipasa A2 en forma 
directa o indirecta, dependiente de calcio e independiente de la PKC, conduce a la fusión de las 
membranas plasmática y acrosomal externa en el espermatozoide del carnero (Roldán y col., 
1993). En el bovino, se aisló una fosfolipasa A2 presente en el fluido seminal, que es inhibida 
por las proteínas del plasma seminal regulando la lipólisis temprana de la superficie 
espermática (Soubeyrand y col., 1997). En el bovino, la PKC y la fosfolipasa D están asociadas 
como un complejo y se activan durante la reacción acrosomal (Garbi y col., 2000). 
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Figura 3 
Señales intracelulares en la capacitación espermática de mamíferos  
A: El bicarbonato (HCO3
-) puede ingresar al espermatozoide a través de canales iónicos o como 
dióxido de carbono (CO2) por difusión. Posteriormente el bicarbonato activa la adenilato 
ciclasa soluble, incrementando la producción de AMPc, que activa a la proteína quinasa A 
(PKA). La fosfodiesterasa (PDE) disminuye la concentración de AMPc. B: La PKA induce la 
fosforilación en residuos tirosina (Y) de diferentes sustratos (S), principalmente a través de la 
activación de tirosina quinasas (PTK) o  inhibición de proteína fosfatasas (PTP). C: Las proteínas 
de unión a la zona pelúcida y otras proteínas de membrana son fosforiladas en residuos 
tirosina. D: La fosfolipasa C (PLC) es fosforilada en residuos tirosina y posteriormente 
translocada a la membrana plasmática. E: La activación de PKA induce cambios en la 
membrana plasmática como redistribución lateral de seminolípidos y translocación de 
aminofosfolípidos. F: Los aminofosfolípidos son translocados por acción de PKA dependiendo 
de la activación de una escramblasa propuesta. Esta última afecta la distribución de los 
fosfolípidos de la membrana. El eflujo de colesterol está involucrado en estas transiciones de la 
membrana plasmática. G: La entrada de calcio a través de canales al espermatozoide 
posiblemente juega un rol importante  en la capacitación. H: Los factores decapacitantes (DF) 
son removidos de la superficie espermática, descubriendo receptores como el receptor de 
progesterona (P4R). (Adaptado de Flesch y col., 2000).  
 31 
Reacción acrosomal 
 
La reacción acrosomal consiste en múltiples fusiones entre la membrana acrosomal 
externa y la membrana plasmática,  la secreción de enzimas hidrolíticas acrosomales y la 
exposición de nuevos dominios de membrana (Breitbart y col., 1997). Las enzimas hidrolíticas, 
entre ellas la acrosina, son las encargadas de digerir la zona pelúcida, permitiendo de esta 
manera la penetración del espermatozoide al interior del ovocito.  
Existen evidencias que in vivo la reacción acrosomal comienza cuando el espermatozoide toma 
contacto con la zona pelúcida del ovocito (Crozet y col., 1984). Dicha unión se produce a través 
de receptores específicos en la superficie de la cabeza espermática que interactúan con las 
glicoproteínas de la zona pelúcida. La inducción de la reacción acrosomal requiere de un influjo 
de calcio y la apertura de canales de calcio vinculados a la activación de receptores asociados a 
proteínas G (Florman y col., 1989; Ward y col., 1992).  
Existen diferentes inductores fisiológicos de la reacción acrosomal como la zona 
pelúcida y la progesterona, mientras que en condiciones in vitro la reacción acrosomal puede 
ser inducida por ionóforos como A23187, tapsigargina (Blackmore y col., 1993), ácido 
lisofosfatídico (Garbi y col., 2000) y  lisofosfatidilcolina (Parrish y col., 1988).   
El ácido lisofosfatídico está presente en el plasma seminal (Hama y col., 2002; Tanaka y 
col., 2004) y en el fluido folicular (Tokomura y col., 1999), indicando un rol fisiológico de este 
compuesto en la fertilización. El mismo puede ser obtenido a partir de la acción de la 
fosfolipasa D sobre la lisofosfatidilcolina en condiciones in vitro (Garbi y col., 2000). La 
lisofosfatidilcolina provoca un incremento de la actividad de acrosina e induce la exocitosis 
acrosomal en el espermatozoide bovino criopreservado, a través de la participación de tirosina 
quinasa y PKC (Pérez Aguirreburualde y col., 2012). 
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Metabolismo espermático  
 
Los espermatozoides son células metabólicamente activas debido a que poseen las 
enzimas necesarias para llevar a cabo vías metabólicas como la glucólisis, el ciclo del ácido 
tricarboxílico o ciclo de Krebs, la oxidación de ácidos grasos y la cadena respiratoria (Hafez y 
col., 2002). Las células espermáticas son capaces de degradar a la fructosa, principal 
carbohidrato presente en el semen y, en anaerobiosis, la actividad glucolítica y la fermentación 
del piruvato a lactato permiten a estos gametos sobrevivir en estas condiciones. Por el 
contrario en condiciones de aerobiosis, los espermatozoides utilizan sustratos oxidativos como 
lactato o piruvato productos de la oxidación de la fructosa, para la obtención de energía en 
forma de ATP, dióxido de carbono y agua.  
El espermatozoide bovino puede utilizar diferentes sustratos oxidativos para producir 
energía, necesaria en el metabolismo espermático. La presencia de sustratos oxidativos es 
fundamental para los procesos de capacitación y reacción acrosomal (Beconi y col., 1990). Se 
ha evidenciado un alto porcentaje de fertilización in vitro de ovocitos bovinos cuando los 
espermatozoides utilizados fueron incubados con piruvato, lactato y glucosa como sustratos 
oxidativos (Dalvit y col., 1995; Córdoba y col., 2006). La motilidad del espermatozoide bovino 
descongelado puede ser favorecida por el agregado de lactato y piruvato en el medio de 
incubación (Reyes-Moreno y col., 2000). También se ha reportado que el espermatozoide 
porcino puede metabolizar eficientemente tanto el citrato como el lactato a través de una vía 
metabólica regulada por lactato deshidrogenasa (Medrano y col., 2006).  
El ciclo de Krebs se produce en la mitocondria y es el destino final común de la 
oxidación de metabolitos provenientes de hidratos de carbono, lípidos y proteínas. Durante el 
transcurso del ciclo se producen equivalentes de reducción por la actividad de 
deshidrogenasas específicas, los cuales se reoxidan en la cadena respiratoria generando 
elevadas concentraciones de ATP en el proceso de fosforilación oxidativa. Este proceso 
requiere de oxígeno como oxidante final de los equivalentes de reducción y su ausencia 
determina el cese del funcionamiento del ciclo en sentido catabólico (Nelson y col., 2005). Los 
equivalentes de reducción producidos en el ciclo de Krebs o en otras vías metabólicas son 
cedidos a la cadena respiratoria mitocondrial con la consecuente reducción del oxígeno para 
formar agua. Este proceso exergónico que transcurre con disminución de energía libre hace 
que el potencial de transferencia de electrones sea convertido en potencial de transferencia 
de fosforilos para la síntesis de ATP (Berg y col., 2008).  
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Durante la respiración celular los protones provenientes de equivalentes de reducción 
son bombeados a través de la membrana mitocondrial interna y regresan a la matriz a través 
de la ATP sintasa, formando ATP a partir de ADP y fósforo inorgánico. Una proporción 
significativa del consumo total de oxígeno es utilizado para mantener el gradiente de protones 
mitocondrial (Garrett y col., 2008). De esta manera, la actividad mitocondrial del 
espermatozoide puede ser evaluada a través de la determinación del consumo de oxígeno. El 
consumo de oxígeno de espermatozoides bovinos congelados y descongelados resulta ser 
mayor al de los espermatozoides provenientes de semen fresco, probablemente por los daños 
causados en las membranas durante el congelamiento, para mantener el gradiente de 
protones a través de las membranas dañadas para la producción de ATP (Garrett y col., 2008).  
Se ha reportado que las mitocondrias juegan un rol importante en la producción de 
energía y en el mantenimiento del estado redox del espermatozoide bovino criopreservado, en 
donde se registró que la capacitación con heparina genera un burst respiratorio (Córdoba y 
col., 2006). Resulta necesario que las mitocondrias  espermáticas se encuentren acopladas, es 
decir que los procesos de transporte de electrones dentro de la membrana mitocondrial 
interna y la fosforilación oxidativa donde se produce el ATP, se encuentren funcionado 
coordinadamente, para que puedan proveer energía a la célula (Beconi y col., 1990). El 
espermatozoide bovino es dependiente del acoplamiento mitocondrial que determina el 
estado redox y energético de la gameta (Córdoba y col., 2006; 2007; 2008). 
El metabolismo espermático está compuesto por numerosas enzimas que catalizan 
reacciones fundamentales para el mantenimiento de la funcionalidad de la gameta. Entre estas 
enzimas podemos destacar en el espermatozoide bovino, la lactato deshidrogenasa y la 
creatina quinasa, siendo la primera la de más alta concentración en la gameta, además de 
enzimas del ciclo de Krebs como isocitrato y malato deshidrogenasa. Estas enzimas están 
vinculadas con el metabolismo espermático mitocondrial y citosólico a través de sus 
lanzaderas, siendo indicadores entonces de una acción conjunta e intercompartimentalizada 
en la célula espermática. 
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Lactato deshidrogenasa 
 
La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima que cataliza la conversión reversible de 
piruvato a lactato con reoxidación de una coenzima NADH. Esta enzima está constituida por un 
tetrámero formado por diferentes asociaciones de dos cadenas polipeptídicas A y B, dando 
como resultado la existencia de cinco isoenzimas con diferentes afinidades por sus sustratos. 
Además se describió otra isoenzima específica de los espermatozoides constituida por un 
homotetrámero diferente a las subunidades A y B (Market, 1963; Zinkham y col., 1963; Skude y 
col., 1984). El espermatozoide presenta casi exclusivamente una isoenzima lactato 
deshidrogenasa (LDH-X o LDH-C4), la cual no se encuentra presente en otros tejidos (Blanco y 
col., 1976; Duan y col., 2003).  
Se han reportado que el lactato y el piruvato pueden ingresar y salir de la célula 
espermática a través de dos tipos diferentes de transportadores de monocarboxilatos (MCTs), 
encontrados en las membranas citoplasmáticas y mitocondriales del espermatozoide. Entre 
estos transportadores se han identificado el MCT1, localizado en la cabeza espermática pero 
que desaparece con la maduración, y el MCT2, que se localiza en la cola y que nunca 
desaparece, siendo este último transportador el involucrado principalmente en la lanzadera de 
LDH (Gladden, 2004). Además, se han encontrado evidencias de que la entrada y salida de 
lactato y piruvato a la mitocondria estaría mediada por un sistema de transporte lactato-
piruvato o traslocasa (Milkowski y col., 1977, Córdoba y col., 2007).  
La LDH fue localizada en la fracción mitocondrial y en la soluble, evidenciando 
isoenzimas citosólicas y mitocondriales, y sugiriendo la existencia de una lanzadera de 
equivalentes reducidos entre la mitocondria y el citosol en espermatozoide de ratón (Burgos y 
col., 1995). También se ha reportado que la LDH-X puede actuar en el espermatozoide bovino 
en condiciones aeróbicas como anaeróbicas (Kolb y col., 1970). 
En presencia de un exceso de NADH + H+, la LDH citosólica cataliza la conversión 
reversible de piruvato a lactato, reoxidando la coenzima. Dentro de la matriz mitocondrial el 
lactato es convertido en piruvato por acción de la LDH mitocondrial, que posteriormente es 
oxidado a acetil-CoA (Gladden, 2004, Córdoba y col., 2007). Este último metabolito ingresa al 
ciclo de Krebs para su oxidación completa, en el cual se producen equivalentes de reducción 
por la actividad de deshidrogenasas específicas, los cuales se reoxidan en la cadena 
respiratoria generando elevadas concentraciones de ATP en el proceso de fosforilación 
oxidativa.  
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La reacción catalizada por la lactato deshidrogenasa (LDH) es la siguiente: 
 
           LDH 
Piruvato + NADH + H+                               Lactato + NAD+ 
 
 
 
 
Figura 4 
Lanzadera de lactato deshidrogenasa 
Compartimentalización celular de la cadena respiratoria y la glucólisis en el espermatozoide. 
OXPHOS: Cadena respiratoria; LDH-X: lactato deshidrogenasa espermática. 
(Adaptado de Ferramosca y Zara, 2014). 
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Creatina quinasa 
 
La creatina quinasa (CK) es una enzima que cataliza la conversión reversible de creatina 
en creatina fosfato utilizando una molécula de ATP y liberando de esta forma una de ADP al 
fosforilar a la creatina. Las subunidades de CK M y B se combinan in vivo para formar tres 
dímeros citosólicos, CK-MM (en músculo), CK-BB (en cerebro) y CK-MB (en corazón), junto con 
otra isoenzima que también se ha identificado de CK de localización mitocondrial, CK-Mi, en 
células con alta demanda energética (Wallimann y col., 1992). Así mismo, dentro de cada 
célula pueden encontrarse isoenzimas como CK-g, vinculada con el ATP producido en la 
glucólisis, CK-c, de localización citosólica, CK-a, vinculada con procesos que consumen ATP en 
el citosol, y CK-m, vinculada con la fosforilación oxidativa mitocondrial (Wallimann y col., 
2011).  
Las isoenzimas de CK, localizadas específicamente en lugares de demanda y 
producción de energía, están vinculadas a una lanzadera de creatina – creatina fosfato 
(Wallimann y col., 1998). Esta lanzadera de CK es una fuente de ATP extramitocondrial y 
responsable de transferir energía desde la mitocondria hacia el citosol. El nivel de CK-MM es 
indicativo de una espermiogénesis normal y de la maduración, y predice el potencial 
fertilizante en el humano (Huszar y col., 1997). Las isoenzimas CK-MM y CK-BB junto con la CK 
mitocondrial, han sido detectadas en el fluido seminal y en el espermatozoide humano (Miyaji, 
2001). Se ha propuesto la existencia de una regulación a través del estado redox celular, 
asociando la actividad de creatina quinasa y la fosforilación oxidativa (Koufen y col., 1999, 
Córdoba y col., 2008).  
 
La reacción catalizada por la creatina quinasa (CK) es la siguiente: 
 
    CK 
Creatina-P + ADP                              Creatina + ATP 
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Figura 5 
Lanzadera de creatina/creatina fosfato 
En células de alto requerimiento energético pueden encontrarse isoenzimas de localización 
citosólica como CK-g, vinculada con el ATP producido en la glucólisis (G), CK-c, de localización 
citosólica, y CK-a, vinculada con procesos que consumen ATP en el citosol. También se 
encuentran isoenzimas de localización mitocondrial CK-mt, vinculadas con la fosforilación 
oxidativa mitocondrial y acopladas a un trasportador de nucleótidos de adenina (ANT). La 
creatina (Cr) ingresa a la célula a través de transportadores CRT ubicados en la membrana 
plasmática. La creatina fosfato (PCr) se sintetiza a partir de la fosforilación de creatina y ATP, 
este último proviene de la fosforilación oxidativa (OP).  
(Adaptado de Wallimann y col., 2011). 
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Isocitrato deshidrogenasa 
 
La isocitrato deshidrogenasa (IDH) es una de las enzimas que regulan alostéricamente 
el Ciclo de Krebs, junto con las enzimas citrato sintasa y α-cetoglutarato deshidrogenasa (Berg 
y col., 2008). Existe una isoenzima mitocondrial que utiliza como sustrato la coenzima NAD, y 
otra de ubicación citosólica, que depende de la coenzima NADP como sustrato de la reacción 
(Clarenburg, 1992).  
Se ha reportado la actividad de IDH en espermatozoides bovinos criopreservados, 
sugiriendo que las altas concentraciones de citrato detectadas serían utilizadas para la 
formación de isocitrato y equivalentes de reducción, a través de un ciclo establecido entre las 
dos isoformas, citosólica y mitocondrial, de IDH (Córdoba y col., 2005). En este sentido, se 
establece en la gameta masculina un adecuado pool de coenzimas NAD y NADP en estado 
reducido, que se han asociado con la fosforilación de proteínas en restos tirosina durante la 
capacitación en el hombre (Lewis y Aitken, 2001).   
Si bien IDH dependiente de NAD constituye una fuente de producción de coenzimas 
reducidas, que contribuyen a alimentar la cadena respiratoria mitocondrial para sintetizar ATP, 
la coenzima NADP reducida también juega un importante rol en el metabolismo espermático. 
NADPH es esencial para el funcionamiento de la enzima NADPH oxidasa, que produce especies 
reactivas promoviendo la fosforilación en tirosina (Leclerc y col., 1997). Se ha demostrado la 
presencia de un trasportador específico de citrato en la membrana mitocondrial, que permite 
un eflujo de citrato mitocondrial hacia el citosol, con el objetivo de proveer de coenzima NADP 
reducida a través de la participación de IDH (Ferramosca y Zara, 2014). El trasportador de 
citrato, también conocido como CIC, fue localizado en la pieza intermedia de espermatozoides 
humanos, evidenciando una participación de esta proteína en la capacitación, reacción 
acrosomal y metabolismo espermático (Cappello y col., 2012). 
 
La reacción catalizada por la isocitrato deshidrogenasa (IDH) es la siguiente: 
 
                                                 IDH 
Isocitrato + NAD(P)+                                 α-cetoglutarato + CO2 + NAD(P)H + H
+ 
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Malato deshidrogenasa 
 
La enzima malato deshidrogenasa (MDH) cataliza una de las reacciones constitutivas 
del Ciclo de Krebs, cuando utiliza la coenzima NAD como sustrato de la reacción. Se ha 
reportado la presencia de isoenzimas de MDH en espermatozoides humanos y bovinos, una 
dependiente de la coenzima NAD que se puede encontrar en las mitocondrias y el citosol, y 
otra de localización citosólica que depende de la coenzima NADP (Mounib, 1974). Esta última 
isoenzima también es conocida con el nombre de enzima málica, constituyendo una fuente 
adicional de coenzima NADP reducida, junto con la vía de las pentosas fosfato (Berg y col., 
2008).  
En presencia de heparina se ha determinado que la actividad de MDH, enzima 
involucrada en distintos sistemas de lanzaderas como la de malato/aspartato y 
lactato/piruvato, manteniendo un estado redox y energético adecuado para la capacitación y 
reacción acrosomal del espermatozoide bovino (Córdoba y col., 2005). La lanzadera de 
malato/aspartato requiere la cooperación de las enzimas aspartato aminotransferasa y MDH, 
citosólica y mitocondrial respectivamente, con el objetivo de transportar equivalentes de 
reducción a través de las membranas mitocondriales intactas que resultan impermeables a 
estas coenzimas (Setoyama y col., 1990).   
 
Las reacciones catalizadas por las isoenzimas de malato deshidrogenasa (MDH) son las 
siguientes: 
                                       MDH 
Malato + NAD+                                  Oxalacetato + NADH + H+  
 
                                                    MDH 
Malato + NADP+ + H2O                                 Piruvato + CO2 + NADPH + H
+  
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Figura 6 
Lanzadera malato/aspartato 
MDHc: malato deshidrogenasa citosólica; MDHm: malato deshidrogenasa mitocondrial; AATc: 
Aspartato aminotransferasa citosólica; AATm: Aspartato aminotransferasa mitocondrial; OAA: 
Oxalacetato; α-KG: α-cetoglutarato. (Adaptado de Peng y col., 2013).  
 
 
 
Figura 7 
Isoenzimas de isocitrato y malato deshidrogenasa  
Las enzimas isocitrato y malato deshidrogenasa dependientes de coenzima NAD forman parte 
del Ciclo de Krebs dentro de la mitocondria. Por el contrario las isoenzimas citosólicas de 
ambas deshidrogenasas, son dependientes de coenzima NADP. 
(Adaptado de Hasan y col., 2008). 
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Motilidad espermática 
 
La motilidad espermática es un complejo fenómeno que se encuentra finamente 
regulado por diversos factores enzimáticos y metabólicos, y que permite que la gameta 
masculina reaccione a cambios específicos y rápidos en respuesta al ambiente en el cual la 
fertilización ocurre (Gagnon y De Lamirande, 2006). Durante la fertilización del ovocito in vivo, 
el espermatozoide requiere adquirir una motilidad activa para atravesar el tracto reproductor 
femenino y luego al tomar contacto con la gameta femenina, penetrar la zona pelúcida y las 
envolturas ovocitarias (Katz y col., 1989). 
El mecanismo que permite la motilidad de la gameta masculina implica un movimiento 
de golpe de la cola como resultado de la actividad de motores de dineínas deslizándose sobre 
los dobletes de microtúbulos adyacentes del axonema (Gaffney y col., 2011). Se ha registrado 
que el espermatozoide bovino presenta un batido de la cola con una forma de onda 
fuertemente asimétrica que se encuentra dentro de un plano correspondiente a la orientación 
de la cabeza (Ounjai y col., 2012). 
La motilidad espermática está regulada por la fosforilación de proteínas, existiendo 
una correlación entre la motilidad y la fosforilación de residuos de tirosina de una proteína de 
55 kDa (Vijayaraghavan y col., 1997). Se ha demostrado que una familia de enzimas quinasas 
estarían involucradas en la fosforilación previamente mencionada, que corresponde a la 
familia Src quinasas; así mismo Src estaría participando en el mecanismo de señales 
intracelulares desencadenado en la motilidad espermática durante la capacitación (Mitchell y 
col., 2008). Src forma un complejo con PKA, quinasa que fosforila y activa a Src, de esta 
manera Src se encuentra activa durante la capacitación regulando la fosforilación de proteínas 
en restos tirosina, las concentraciones de calcio, la capacitación y la reacción acrosomal (Baker 
y col., 2006; Varano y col., 2008). Diversas proteínas podrían ser sustratos de Src, como por 
ejemplo tubulinas (Kadam y col., 2007), dineínas y proteínas de shock térmico (Ecroyd y col., 
2003) y proteínas de unión al calcio (Naaby-Hansen y col., 2002), sobre las cuales Src produce 
una fosforilación y activación de dichas proteínas, algunas de ellas involucradas en el complejo 
mecanismo de la motilidad espermática.  
Un evento de importancia que ocurre durante la capacitación es la denominada 
hiperactivación o hipermotilidad, que se caracteriza por cambios producidos en los patrones 
de movimiento flagelar. Las especies en las que se reconoce este fenómeno son  el hámster, 
ratón, rata, cobayo, conejo, canino, delfín, ovino, porcino, primate, bovino y humano (Drobnis 
y col., 1991; Yanagimachi, 1988; Katz y col., 1989). La hiperactivación permite al 
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espermatozoide atravesar las secreciones del oviducto y la matriz intracelular del cumulus 
oophorus, y también tiene un rol durante la reacción acrosomal para facilitar la penetración de 
la zona pelúcida (Gadella y col., 2006). 
Tanto la capacitación (Parrish y col., 1999) como la hiperactivación requieren calcio, 
potasio (Fraser, 1983), metabolitos energéticos (Burkman, 1984) y la fosforilación de proteínas 
en tirosina. Ha sido demostrado que el ATP extracelular induce la movilización e influjo de 
calcio a través de canales presentes en reservorios intracelulares (Putney y col., 1994), 
participando en la inducción de la capacitación y la reacción acrosomal (O'Toole y col., 2000). 
Además, en el espermatozoide bovino existen reservorios dependientes de calcio involucrados 
con la hipermotilidad (Ho y col., 2001). Durante el proceso de capacitación, la PKC, PKA e 
inositol trifosfato activan canales de calcio de la membrana plasmática y acrosomal externa 
(Breitbart, 2002). El incremento de calcio y el AMPc  intracelular  han sido propuestos como los 
factores más importantes que regulan la hiperactivación de los espermatozoides de mamíferos 
(Yanagimachi, 1994). 
La mayor proporción de energía en forma de ATP obtenida mediante el metabolismo 
espermático es destinada a sostener energéticamente la motilidad (Kamp y col., 1996), en este 
sentido se ha determinado que el 75% del ATP producido en el espermatozoide bovino es 
utilizado en la motilidad de la gameta (Buttgereit y Brand, 1995). La motilidad espermática 
puede ser sostenida por la producción de ATP proveniente de la respiración oxidativa en las 
mitocondrias de la pieza intermedia o de la glucólisis en la parte distal del flagelo. Sin embargo, 
debido a la mayor cantidad de moléculas de ATP producidas, la cadena respiratoria, una 
compleja vía oxidativa, resulta más eficiente que la glucólisis para producir energía necesaria 
para la motilidad y para mantener la integridad de los procesos de transporte activo de las 
membranas (Berg y col., 2008).  
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Figura 8 
Motilidad espermática 
Patrones de motilidad espermática bovina. A) Espermatozoide con motilidad normal; B) 
Espermatozoide con motilidad activa; C) Espermatozoide con motilidad hiperactiva. 
(Adaptado de Kato y Nagao, 2015).  
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Biotecnología y producción agropecuaria 
 
La biotecnología puede definirse como el uso de organismos vivos o partes de ellos, 
como estructuras subcelulares o moléculas, para la producción de bienes y servicios 
(Ministerio de Ciencia, Tecnología e Innovación Productiva de la Nación, 2010). Está 
caracterizada por su naturaleza multidisciplinaria, es decir engloba ciencias como la biología, 
bioquímica, microbiología, veterinaria, entre otras, para lograr la aplicación tecnológica de las 
capacidades de los microorganismos, células animales y vegetales y/o fracciones subcelulares 
derivadas de ellos. Su desarrollo hasta el día de hoy está estrechamente ligado al progreso 
tecnológico, proporcionando ventajas competitivas a diferentes sectores como el 
farmacéutico, agrícola-ganadero, alimentario, químico y medioambiental. 
Dentro de las distintas áreas que abarca la biotecnología animal, las biotecnologías 
reproductivas comprenden diversas técnicas que tienen por objetivo incrementar la eficiencia 
reproductiva de los animales. Comprenden desde la inseminación artificial, criopreservación 
de semen, ovocitos y embriones, sincronización e inducción de la ovulación, fertilización in 
vitro, producción de embriones in vitro, transferencia de embriones, sexado de 
espermatozoides y embriones, hasta la clonación y transgénesis. Las biotecnologías aplicadas a 
la reproducción tienen un gran impacto en las especies animales destinadas a consumo, como 
la especie bovina. La aplicación de las mismas permite incrementar los indicadores 
reproductivos del ganado bovino y en consecuencia los indicadores de producción de carne y 
leche. 
La Argentina es un importante país productor e industrializador de leche bovina y sus 
derivados. La producción lechera registró un valor de 11.216 millones de litros de leche 
producidos en el año 2015, junto con un consumo interno de leche y derivados de 7.632  
millones de litros por año. Si bien tradicionalmente la producción del sector lechero en nuestro 
país se destina al consumo interno, la producción excedente es destinada al comercio exterior, 
en donde en los últimos años se ha registrado una exportación de leche y derivados, como 
leche en polvo, quesos y suero entre otros, de 332.395 toneladas en el año 2015 a numerosos 
países en el mundo, siendo Brasil, Venezuela, China y Argelia los principales destinos de estas 
exportaciones (Ministerio de Agroindustria de la Nación, 2015).  
Tanto la producción primaria como las industrias lecheras se concentran en la región 
pampeana, específicamente en las provincias de Buenos Aires, Santa Fe, Córdoba, Entre Ríos y 
La Pampa. Respecto a la producción primaria, se registraron a marzo de 2015 un total de 
3.448.018 de cabezas bovinas en tambos, según registros del Servicio Nacional de Sanidad y 
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Calidad Agroalimentaria (SENASA). Dentro de los factores que influyen en la producción láctea 
se encuentran el clima y las pasturas, la sanidad y el manejo del rodeo lechero, y las 
inversiones en equipamientos y tecnologías.  Las propuestas para mejorar el sector se orientan 
en plantear sistemas productivos de tipo mixtos, es decir complementando la actividad 
tambera con agricultura, concentrando la mayor cantidad de cabezas bovinas en superficies 
más reducidas y disminuyendo los gastos improductivos a través de un control eficiente del 
sistema productivo (Schneider y Comeron, 2002).  
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Hipótesis y Objetivos 
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Hipótesis y Objetivos 
 
Hipótesis general: 
 
La heparina o el ácido hialurónico, glicosaminoglicanos presentes en el tracto genital 
de la hembra bovina, pueden inducir la capacitación in vitro involucrando vías enzimáticas 
clave del metabolismo tanto citosólico como mitocondrial y señales intracelulares 
dependientes de adenilato ciclasa de membrana, proteína quinasa C y tirosina quinasa, con 
patrones semejantes o diferenciales para alcanzar la capacidad espermática fertilizante. 
La comprobación de la hipótesis propuesta en el presente trabajo contribuirá al 
conocimiento del metabolismo y de las señales intracelulares involucrados en la inducción de 
la capacitación in vitro del espermatozoide bovino criopreservado. 
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Objetivos: 
 
a) Objetivo General: 
 
Determinar en el espermatozoide bovino criopreservado durante la capacitación con 
heparina o ácido hialurónico, los cambios en señales intracelulares y de actividades 
enzimáticas espermáticas vinculadas con la obtención de energía, utilizando piruvato y lactato 
como sustratos oxidativos, para optimizar la preparación de la gameta en la fertilización del 
ovocito bovino in vitro. 
 
 
b) Objetivos Específicos: 
 
Determinar y analizar en el espermatozoide bovino criopreservado capacitado con heparina o 
ácido hialurónico: 
 
1. Cambios en la actividad de enzimas espermáticas en el metabolismo oxidativo (lactato 
deshidrogenasa, creatina quinasa, isocitrato deshidrogenasa y malato 
deshidrogenasa). 
2. Variación del  consumo de oxígeno y su influencia en la inducción de la capacitación. 
3. Variación de la concentración de lactato en el medio de incubación.  
4. Mecanismos de señales intracelulares desencadenados en respuesta al ácido 
hialurónico, dependientes de adenilato ciclasa de membrana, proteína quinasa C y 
tirosina quinasa. 
5. Cambios en la motilidad espermática. 
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Materiales y Métodos 
 
Se utilizaron muestras de semen congelado de cinco toros Holando-Argentino 
obtenido con vagina artificial provenientes de un centro de inseminación artificial. Para la 
realización de las distintas experiencias de la tesis utilizando pajuelas de 0,25 ml, se realizó un 
pool de las muestras de los cinco machos con el objetivo de descartar variaciones entre los 
individuos. La cantidad de muestras descongeladas en cada experiencia varió según la 
concentración espermática requerida para cada determinación.  
 
Descongelamiento de las muestras: 
 
Las muestras se descongelaron durante 10 minutos a 37ºC en medio TALP modificado 
(NaCl 100 mM, KCl 3 mM, NaH2PO4 0,3 mM, NaHCO3 10 mM, Hepes 40 mM, MgSO4 1,5 mM, 
lactato 22mM y piruvato de sodio 1,2mM) sin albúmina sérica bovina (BSA) y sin calcio. Luego 
de evaluar la motilidad y el vigor, las muestras se centrifugaron a 600 g durante 5 minutos y se 
resuspendieron en medio TALP modificado con CaCl2 2,1 mM y BSA 6 mg/ml a 38ºC (Córdoba y 
col., 2006). 
 
Evaluación de la motilidad y el vigor:  
 
El porcentaje de motilidad progresiva y el vigor (medido en una escala de 0 a 4) se 
realizó por microscopía óptica en platina térmica a 37ºC (Beorlegui y col., 1997).  
 
Concentración espermática: 
 
La concentración de las muestras espermáticas se determinó por hematocitometría en 
una cámara de Neubauer con microscopía óptica. 
 
Inducción de la capacitación:  
 
En espermatozoides de bovino congelados-descongelados se evaluó la capacitación 
inducida por heparina (10 UI/ml) (Parrish y col., 1988)  y por ácido hialurónico, determinando 
en este último la concentración necesaria para la inducción de la capacitación en el 
espermatozoide bovino.  
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Inducción de la reacción acrosomal: 
 
Para comprobar la capacitación espermática obtenida en las muestras tratadas con 
heparina o ácido hialurónico, se evaluó la reacción acrosomal utilizando como inductor de la 
misma lisofosfatidilcolina 100 g/ml durante una incubación de 30 minutos (Parrish y col., 
1988; Pérez Aguirreburualde y col., 2012). 
 
Inhibición de adenilato ciclasa de membrana:  
 
En espermatozoides de bovino congelados-descongelados se evaluó la capacitación 
inducida por heparina o ácido hialurónico, en presencia de un inhibidor específico de adenilato 
ciclasa de membrana: 2´,5´-dideoxiadenosina a una concentración de 100M en la suspensión 
espermática  (Henry y col., 1986; Baxendale y col., 2003). 
 
Inhibición de proteína quinasa C:  
 
En espermatozoides de bovino congelados-descongelados se evaluó la capacitación 
inducida por heparina o ácido hialurónico, en presencia de un inhibidor de la proteína quinasa 
C: GF-109203X, este inhibidor será utilizado a una concentración de 100 nM en la suspensión 
espermática  (Courage y col., 1995). 
 
Inhibición de tirosina quinasa:  
 
En espermatozoides de bovino congelados-descongelados se evaluó la capacitación 
inducida por heparina o ácido hialurónico, en presencia de un inhibidor específico de la 
actividad tirosina quinasa: genisteína (150M) (Leclerc y col., 1997). 
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Evaluación de la viabilidad y la integridad acrosomal por la coloración vital de azul tripán y 
microscopia óptica de contraste diferencial interferencial: 
 
Cada alícuota de la suspensión espermática de los diferentes tratamientos y de los 
respectivos controles se incubó con igual volumen de azul tripán en medio TALP modificado 
con BSA y calcio durante 15 minutos a 37ºC, luego se centrifugaron a 600 g durante 10 
minutos y  se resuspendieron en medio TALP modificado con BSA y calcio para remover el 
exceso de colorante. La fijación de la coloración se realizó con glutaraldehído. Las muestras se 
observaron con microscopia óptica (Carl Zeiss Jenamed 2, Jena, Alemania) y contraste 
diferencial interferencial (DIC) para determinar, al mismo tiempo, el porcentaje de 
espermatozoides vivos y la integridad acrosomal (Córdoba y col., 2006).  
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con 
acrosoma 
intacto 
Vivo con 
acrosoma 
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Muerto 
con 
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Vivo con 
acrosoma 
intacto 
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Evaluación de la capacitación por la coloración espermática epifluorescente de 
Clorotetraciclina (CTC): 
 
Los porcentajes de espermatozoides capacitados y reaccionados se determinaron por 
CTC (Beorlegui y col., 1997; Córdoba y col., 1997). Se agregaron cantidades iguales de 
clorotetraciclina (500µM) y de muestra espermática. El glutaraldehído se utilizó como fijador 
de la coloración. Se evaluaron los distintos patrones espermáticos utilizando un microscopio 
de epifluorescencia a 410 nm (Carl Zeiss Jenamed 2, Jena, Alemania). Los porcentajes de 
espermatozoides capacitados y reaccionados obtenidos a tiempo cero de incubación 
(controles) se restaron al de la muestra y al de los controles de los tiempos de incubación, 
eliminando aquellos espermatozoides que presenten el patrón de fluorescencia de 
capacitación o de reacción acrosomal debido al daño por el descongelamiento y a los tiempos 
de incubación. Tres patrones de clorotetraciclina fueron observados en el espermatozoide 
bovino: 1) intacto no capacitado: con cabeza fluorescente; 2) intacto capacitado: con banda sin 
fluorescencia en la región post acrosomal y 3) reaccionado: con acrosoma reaccionado 
presentando baja fluorescencia en todo el espermatozoide excepto por una banda en el 
segmento ecuatorial. En todos los patrones se observa la fluorescencia de la pieza intermedia 
del flagelo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Intacto 
no capacitado 
Intacto 
capacitado 
Reaccionado 
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Determinación del consumo de oxígeno: 
 
La respiración celular se determinó polarográficamente a 37ºC con un electrodo de 
oxígeno modificado tipo Clark y un oxígrafo Instech Laboratories (Philadelphia, PA, Estados 
Unidos). Carbanil-cianuro-m-cloro fenilhidrazona (CCCP) a una concentración de 0,42 μM se 
utilizó como un desacoplante específico de la cadena respiratoria y el consumo de oxígeno se 
expresó en μL O2/h/10
8 espermatozoides (Putney y col., 1994).  
 
Preparación del extracto espermático y medición de la actividad enzimática: 
 
Las suspensiones de espermatozoides se centrifugaron a 600 g durante 5 minutos. Los 
pellets se congelaron y descongelaron, y finalmente centrifugados a 17.000 g durante 20 
minutos a 4ºC. En los sobrenadantes se midieron las actividades enzimáticas por 
espectrofotometría (Córdoba y col., 2006). 
 
a)  Lactato deshidrogenasa (LDH)  
 
Se determinó la actividad de lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27/28) por 
espectrofotometría a 340 nm midiendo la oxidación de NADH ante la presencia de piruvato de 
sodio 0,2 mmol/L, utilizando fosfato de sodio 100 mmol/L como buffer y se expresó en U/108 
espermatozoides (Blanco y col., 1976; Córdoba y col., 2007). Una unidad enzimática se define 
como la cantidad de enzima que cataliza la oxidación de 1 mol de NADH/minuto. 
 
b) Creatina quinasa (CK) 
 
La determinación de creatina quinasa (EC 2.7.3.2) se basa en la inhibición específica de 
las unidades CK-M con anticuerpos monoclonales anti CK-M.  Se medió por espectrofotometría 
a 340 nm durante 5 minutos debido a la reducción del NADP y se expresó en U/108 
espermatozoides. Una unidad enzimática se define como la transferencia de 1 mol de fosfato 
de fosfocreatina por minuto a pH 6,7 y a 37ºC (Wu y col., 1982; Urdal y col., 1979). 
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c)  Isocitrato deshidrogenasa (IDH)  
 
Se determinó la actividad isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD (EC 1.1.1.41) 
y de NADP (EC 1.1.1.42) por espectrofotometría a 340 nm durante 10 minutos, a través de la 
medición de la reducción de NAD(P) y se expresó en U/108 espermatozoides. La medición de la 
actividad de la isocitrato deshidrogenasa se realizó en buffer Tris-HCl 70 mM, MgCl2 8 mM, 
MnCl2 1 mM,  threo-Ds(+)-isocitrato 1,5 mM, citrato 10 mM; a pH 7,6 y NADP 0,5 mM o a pH 
7,1 y NAD 2,0 mM para IDH-NADP e IDH-NAD, respectivamente (Alp y col., 1976). Una unidad 
se define como la cantidad de enzima que reduce 1 µmol de NAD(P) por minuto. 
 
d)  Malato deshidrogenasa (MDH)  
 
Las actividades enzimáticas de malato deshidrogenasa dependiente de NAD (EC 
1.1.1.37) y NADP (EC 1.1.1.40) se registraron por espectrofotometría a 340 nm durante 1,5 
minutos a 37ºC, a través de la medición de la reducción de NAD(P) y se expresó en U/108 
espermatozoides. El buffer utilizado fue glicinato de sodio 90 mM, pH 10,0, L-malato de sodio 
1,0 M y NAD 12,3 mM (Kitto, 1969). La actividad de la malato deshidrogenasa dependiente de 
NAD(P) se midió en Tris -HCl 30,0 mM pH 7,6, L-malato de sodio 1,0 mM, Mn Cl2 1,5 mM y 
NADP 0,3 mM (Brooks, 1978). Una unidad se define como la cantidad de enzima que reduce 1 
µmol de NAD(P) por minuto. 
 
Medición de lactato: 
 
El lactato presente en el medio de incubación fue medido usando un kit diagnóstico 
(Hitachi 912; Roche Diagnostic - Trinity Biotech, Procedure No. 735, Wicklow, Ireland). Con 
este método la enzima lactato oxidasa cataliza la oxidación de lactato a piruvato y H2O2. La 
peroxidasa cataliza la condensación oxidativa de precursores cromógenos a partir del H2O2 
producido, obteniendo un compuesto coloreado. Con una absorción máxima de 540 nm, la 
concentración del compuesto coloreado es directamente proporcional a la concentración de 
lactato de la muestra (Jackson y col., 2001). El resultado se expresó en mM de lactato/106 
espermatozoides.  
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Determinación de la motilidad espermática: 
 
 La motilidad espermática fue analizada por medio de Computer Assisted Sperm 
Analysis (ISAS V. 1.2 Prosier) (Contri y col., 2010; Sariözkan y col., 2015). Cada captura se 
realizó con contraste de fase negativo y objetivo 10X, frame rate de 25 Hz y área de las 
partículas de 35 a 100 µ2. Para cada determinación se analizaron entre 10 y 20 campos, 
siempre realizado por el mismo operador, a partir de 15 µl de suspensión espermática entre 
porta y cubreobjeto a 37ºC. 
 
Análisis estadístico: 
 
Los resultados se expresaron como promedio  desvío estándar y fueron evaluados 
por Análisis de Varianzas (ANOVA) y luego un post-ANOVA (Statistix 8) para establecer 
diferencias significativas (P<0,05). 
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Diseño experimental 
 
Las muestras espermáticas utilizadas en todas las experiencias provinieron de cinco 
machos Holando Argentino pertenecientes a un centro de inseminación artificial y de probada 
fertilidad. Las muestras se descongelaron durante 10 minutos a 37ºC en medio TALP 
modificado sin BSA y sin calcio. Al finalizar los 10 minutos de descongelamiento, se evaluó la 
motilidad progresiva y el vigor de cada muestra. Las muestras espermáticas fueron 
seleccionadas,  considerando una motilidad progresiva promedio de 60 % y un vigor entre 3-4, 
para ser utilizadas en las experiencias. Luego, las muestras se centrifugaron a 2000 rpm 
durante 5 minutos y se resuspendieron en medio TALP modificado con BSA y calcio a 38ºC.  
 
 
Experiencia 1. Determinación de la concentración y el tiempo de incubación óptimos para la 
capacitación con ácido hialurónico 
 
Se utilizaron diferentes concentraciones de ácido hialurónico: 500, 750 y 1000 µg/ml y 
los tiempos de incubación evaluados fueron 0, 20, 45 y 60 minutos.  
Para cada caso se evaluó el porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados 
por la técnica de epifluorescente de clorotetraciclina (CTC) y el porcentaje de espermatozoides 
vivos y con integridad acrosomal, mediante la tinción con azul tripán/contraste diferencial 
interferencial (AT/DIC).  
El mayor porcentaje de espermatozoides capacitados se obtuvo con la concentración 
de 1000 µg/ml y el tiempo de incubación de 60 minutos. Por esta razón, en las experiencias 
posteriormente realizadas se utilizó esta concentración y tiempo de incubación. 
El tamaño de la muestra fue de n=9. Los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA 
y post-ANOVA (test de Tukey) (P0,05). También se analizaron los resultados para detectar si 
se producía una interacción entre las dos variables estudiadas (concentración y tiempo de 
incubación) a través de un diseño factorial 3X3 y análisis de contrastes (P0,05).  
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Evaluación de la capacitación con heparina y ácido hialurónico  
 
Se capacitó con heparina (60 g/ml) durante 15 minutos de incubación o con ácido 
hialurónico (1000 µg/ml) durante 60 minutos de incubación a 38ºC. Se corroboró la 
capacitación incubando posteriormente las muestras con un inductor de la reacción 
acrosomal, la lisofosfatidilcolina (100 µg/ml), durante 30 minutos.  
Para cada caso se evaluó el porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados 
por la técnica de epifluorescente de clorotetraciclina (CTC) y el porcentaje de espermatozoides 
vivos y con integridad acrosomal, mediante la tinción con azul tripán/contraste diferencial 
interferencial (AT/DIC).  
El tamaño de la muestra fue de n=9. Los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA 
y post-ANOVA (test de Tukey) (P0,05).  
 
 
Experiencia 2. Determinación del consumo de oxígeno con heparina y ácido hialurónico 
 
Se determinó el consumo de oxígeno en cada muestra espermática utilizando heparina 
o ácido hialurónico como inductor de la capacitación. Para ello, en primer lugar se capacitó con 
heparina (60 g/ml) durante 15 minutos de incubación o con ácido hialurónico (1000 µg/ml) 
durante 60 minutos de incubación a 38ºC. Posteriormente, se realizó una centrifugación a 
2500 rpm durante 5 minutos y se resuspendió en 860 µl de medio TALP modificado sin calcio y 
sin BSA. Cada muestra se colocó en la cubeta del polarógrafo para determinar el consumo de 
oxígeno.  
Para comprobar el acoplamiento mitocondrial se utilizó un desacoplante de la cadena 
respiratoria, como el carbanil-cianuro-m-cloro fenilhidrazona (CCCP). Un aumento en el 
consumo de oxígeno, al agregar este desacoplante a las muestras, evidencia que la cadena de 
transporte de electrones y la fosforilación oxidativa se encuentran acopladas y por lo tanto las 
mitocondrias se encuentran funcionando activamente. 
El consumo de oxígeno se determinó considerando la concentración de 
espermatozoides de la muestra, el volumen de muestra utilizado en la medición y la pendiente 
del registro polarográfico. Los resultados se expresaron en LO2/h/10
8 espermatozoides. 
Para cada caso se evaluó el porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados 
por la técnica de epifluorescente de clorotetraciclina (CTC) y el porcentaje de espermatozoides 
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vivos y con integridad acrosomal, mediante la tinción con azul tripán/contraste diferencial 
interferencial (AT/DIC).  
El tamaño de la muestra fue de n=9. Los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA 
y post-ANOVA (test de Tukey) (P0,05). 
 
 
Experiencia 3 y 4. Participación de la adenilato ciclasa de membrana en la capacitación con 
heparina y ácido hialurónico  
 
Para evaluar el efecto del inhibidor de la adenilato ciclasa de membrana en la 
capacitación con heparina y ácido hialurónico, las muestras se incubaron con cada inductor de 
la capacitación y 2´,5´-dideoxiadenosina (100 µM), inhibidor específico de la adenilato ciclasa 
de membrana, durante 15  y 60 minutos respectivamente, a 38ºC. 
Para cada caso se evaluó el porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados 
por la técnica de epifluorescente de clorotetraciclina (CTC) y el porcentaje de espermatozoides 
vivos y con integridad acrosomal, mediante la tinción con azul tripán/contraste diferencial 
interferencial (AT/DIC).  
El tamaño de la muestra fue de n=7. Los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA 
y post-ANOVA (test de Tukey) (P0,05). 
 
 
Experiencia 5 y 6. Determinación de lactato deshidrogenasa (LDH) en presencia de heparina 
y ácido hialurónico 
 
Se evaluó en cada tratamiento, heparina y ácido hialurónico, la actividad de LDH por 
espectrofotometría. Para determinar la actividad de las enzimas cada muestra se centrifugó a 
2000 rpm durante 5 minutos a 4ºC y se resuspendió en 1 ml de medio TALP sin calcio y BSA. 
Luego se centrifugó a 3000 rpm por 15 minutos a 4ºC, se resuspendió en 600 µl de medio TALP 
sin calcio y BSA, y se continuó con otra centrifugación a 2000 rpm durante 5 minutos a 4ºC y 
resuspensión en 200 µl de agua bidestilada. Posteriormente, las muestras se congelaron en 
freezer a -20ºC por 2 horas y luego se descongelaron 15 minutos a temperatura ambiente. Por 
último, las muestras se volvieron a congelar en freezer a -20ºC por 45 minutos y se 
descongelaron 15 minutos a temperatura ambiente antes de centrifugar a 17000 rpm por 20 
minutos a 5ºC. El sobrenadante obtenido se utilizó para determinar la actividad de LDH. 
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La unidad enzimática (UE) se calculó como: 
 
 
 
 
 
El resultado se expresó en U/108 espermatozoides. 
 
Para cada caso se evaluó el porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados 
por la técnica de epifluorescente de clorotetraciclina (CTC) y el porcentaje de espermatozoides 
vivos y con integridad acrosomal, mediante la tinción con azul tripán/contraste diferencial 
interferencial (AT/DIC).  
El tamaño de la muestras fue de n=7. Los datos obtenidos fueron analizados por 
ANOVA y post-ANOVA (test de Tukey) (P0,05). 
 
 
Experiencia 7 y 8. Determinación de creatina quinasa (CK) en presencia de heparina y ácido 
hialurónico 
 
Se evaluó en cada tratamiento, heparina y ácido hialurónico, la actividad de CK por 
espectrofotometría. Para determinar la actividad de las enzimas cada muestra se centrifugó a 
2000 rpm durante 5 minutos a 4ºC y se resuspendió en 1 ml de medio TALP sin calcio y BSA. 
Luego se centrifugó a 3000 rpm por 15 minutos a 4ºC, se resuspendió en 600 µl de medio TALP 
sin calcio y BSA, y se continuó con otra centrifugación a 2000 rpm durante 5 minutos a 4ºC y 
resuspensión en 200 µl de agua bidestilada. Posteriormente, las muestras se congelaron en 
freezer a -20ºC por 2 horas y luego se descongelaron 15 minutos a temperatura ambiente. Por 
último, las muestras se volvieron a congelar en freezer a -20ºC por 45 minutos y se 
descongelaron 15 minutos a temperatura ambiente antes de centrifugar a 17000 rpm por 20 
minutos a 5ºC. El sobrenadante obtenido se utilizó para determinar la actividad de CK. 
 
La unidad enzimática (UE) se calculó como: 
 
 
 
UE = Absorbancia x 1 ml 
         2,07 x cantidad total de espermatozoides 
UE = Absorbancia x 4,127 
         Cantidad total de espermatozoides 
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El resultado se expresó en U/108 x 102 espermatozoides.  
 
Para cada caso se evaluó el porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados 
por la técnica de epifluorescente de clorotetraciclina (CTC) y el porcentaje de espermatozoides 
vivos y con integridad acrosomal, mediante la tinción con azul tripán/contraste diferencial 
interferencial (AT/DIC).  
El tamaño de la muestras fue de n=7. Los datos obtenidos fueron analizados por 
ANOVA y post-ANOVA (test de Tukey) (P0,05). 
 
 
Experiencia 9 y 10. Determinación de isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD+ y 
NADP+ (IDH-NAD(P)+) en presencia de heparina y ácido hialurónico 
 
Se evaluó en cada tratamiento, heparina y ácido hialurónico, la actividad de IDH por 
espectrofotometría. Para determinar la actividad de las enzimas cada muestra se centrifugó a 
2000 rpm durante 5 minutos a 4ºC y se resuspendió en 1 ml de medio TALP sin calcio y BSA. 
Luego se centrifugó a 3000 rpm por 15 minutos a 4ºC, se resuspendió en 600 µl de medio TALP 
sin calcio y BSA, y se continuó con otra centrifugación a 2000 rpm durante 5 minutos a 4ºC y 
resuspensión en 200 µl de agua bidestilada. Posteriormente, las muestras se congelaron en 
freezer a -20ºC por 2 horas y luego se descongelaron 15 minutos a temperatura ambiente. Por 
último, las muestras se volvieron a congelar en freezer a -20ºC por 45 minutos y se 
descongelaron 15 minutos a temperatura ambiente antes de centrifugar a 17000 rpm por 20 
minutos a 5ºC. El sobrenadante obtenido se utilizó para determinar la actividad de IDH-
NAD(P)+. 
 
La unidad enzimática (UE) se calculó como: 
 
 
 
 
 
El resultado se expresó en U/108 x 10-2 espermatozoides.  
 
UE = Absorbancia  
         Cantidad total de espermatozoides x 6,21 
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Para cada caso se evaluó el porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados 
por la técnica de epifluorescente de clorotetraciclina (CTC) y el porcentaje de espermatozoides 
vivos y con integridad acrosomal, mediante la tinción con azul tripán/contraste diferencial 
interferencial (AT/DIC).  
El tamaño de la muestras fue de n=5. Los datos obtenidos fueron analizados por 
ANOVA y post-ANOVA (test de Tukey) (P0,05). 
 
 
Experiencia 11 y 12. Determinación de malato deshidrogenasa dependiente de NAD+ y 
NADP+ (MDH-NAD(P)+) en presencia de heparina y ácido hialurónico 
 
Se evaluó en cada tratamiento, heparina y ácido hialurónico, la actividad de MDH por 
espectrofotometría. Para determinar la actividad de las enzimas cada muestra se centrifugó a 
2000 rpm durante 5 minutos a 4ºC y se resuspendió en 1 ml de medio TALP sin calcio y BSA. 
Luego se centrifugó a 3000 rpm por 15 minutos a 4ºC, se resuspendió en 600 µl de medio TALP 
sin calcio y BSA, y se continuó con otra centrifugación a 2000 rpm durante 5 minutos a 4ºC y 
resuspensión en 200 µl de agua bidestilada. Posteriormente, las muestras se congelaron en 
freezer a -20ºC por 2 horas y luego se descongelaron 15 minutos a temperatura ambiente. Por 
último, las muestras se volvieron a congelar en freezer a -20ºC por 45 minutos y se 
descongelaron 15 minutos a temperatura ambiente antes de centrifugar a 17000 rpm por 20 
minutos a 5ºC. El sobrenadante obtenido se utilizó para determinar la actividad de MDH-
NAD(P)+. 
 
La unidad enzimática (UE) se calculó como: 
 
 
 
 
 
El resultado se expresó en U/108 x 10-2 espermatozoides.  
 
Para cada caso se evaluó el porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados 
por la técnica de epifluorescente de clorotetraciclina (CTC) y el porcentaje de espermatozoides 
UE = Absorbancia  
         Cantidad total de espermatozoides x 6,21 
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vivos y con integridad acrosomal, mediante la tinción con azul tripán/contraste diferencial 
interferencial (AT/DIC).  
El tamaño de la muestras fue de n=5. Los datos obtenidos fueron analizados por 
ANOVA y post-ANOVA (test de Tukey) (P0,05). 
 
 
Experiencia 13. Determinación de la concentración de lactato en el medio de incubación en 
la capacitación con heparina y ácido hialurónico  
 
Se incubaron las muestras con heparina durante 15 minutos con diferentes sustratos 
oxidativos, lactato/piruvato, piruvato, lactato, y sin sustratos oxidativos, modificando de esta 
manera la composición del medio de incubación según el caso. Posteriormente se determinó la 
concentración de lactato en el medio de incubación por espectrofotometría, estableciendo la 
combinatoria de sustratos oxidativos más conveniente para la capacitación, a través de la 
evaluación del consumo de oxígeno, el porcentaje de capacitación y el de vitalidad e integridad 
acrosomal.  
En las condiciones anteriormente mencionadas se buscó hallar la combinatoria de 
sustratos oxidativos más eficiente para la capacitación espermática, que fue la de 
lactato/piruvato. Con estos sustratos oxidativos, lactato/piruvato, se utilizó ácido hialurónico 
como inductor de la capacitación espermática y se determinó la concentración de lactato en el 
medio de incubación por espectrofotometría, sumando la evaluación del porcentaje de 
capacitación y el de vitalidad e integridad acrosomal.  
En todos los casos las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a 
temperatura ambiente y los sobrenadantes se obtuvieron para realizar la lectura en el 
espectrofotómetro a 38ºC.   
Midiendo la absorbancia del medio de incubación de los espermatozoides, es decir 
TALP modificado, y sabiendo que dicha absorbancia corresponde a 22 mM de lactato, por regla 
de tres se obtuvo un valor de concentración de lactato de acuerdo a la absorbancia medida en 
cada muestra multiplicada por dos debido al factor de dilución empleado. Cada concentración 
de lactato se dividió por la cantidad total de espermatozoides presentes en la muestra. El 
resultado se expresó en mM de lactato/106 espermatozoides.  
Para cada caso se evaluó el porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados 
por la técnica de epifluorescente de clorotetraciclina (CTC) y el porcentaje de espermatozoides 
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vivos y con integridad acrosomal, mediante la tinción con azul tripán/contraste diferencial 
interferencial (AT/DIC).  
El tamaño de la muestra fue de n=7. Los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA 
y post-ANOVA (test de Tukey) (P0,05). 
 
 
Experiencia 14, 15, 16 y 17. Evaluación de la participación de la proteína quinasa C y la 
tirosina quinasa en la capacitación con heparina y ácido hialurónico 
 
Las muestras se incubaron con heparina y GF-109203X (100 nM) como inhibidor de 
proteína quinasa C, durante 15 minutos a 38ºC, y para las muestras con ácido hialurónico se 
incubaron las muestras con este inductor junto con GF-109203X (100 nM) durante 60 minutos 
a 38ºC. El mismo procedimiento se realizó con el inhibidor específico de la actividad tirosina 
quinasa, genisteína (150M), tanto en las muestras con heparina como ácido hialurónico. 
Para cada caso se evaluó el porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados 
por la técnica de epifluorescente de clorotetraciclina (CTC) y el porcentaje de espermatozoides 
vivos y con integridad acrosomal, mediante la tinción con azul tripán/contraste diferencial 
interferencial (AT/DIC).  
El tamaño de la muestra fue de n=8. Los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA 
y post-ANOVA (test de Tukey) (P0,05). 
 
 
Experiencia 18. Evaluación de la motilidad espermática con heparina y ácido hialurónico 
 
Mediante la evaluación de la motilidad a través de Computer Assisted Sperm Analysis 
(ISAS V. 1.2 Prosier), se determinaron diferentes parámetros en las muestras capacitadas con 
heparina y ácido hialurónico y sus respectivos controles de incubación, y así mismo se evaluó 
la participación de la proteína quinasa C y la tirosina quinasa en el mecanismo de transducción 
de señales durante la capacitación con los inductores mencionados. Para ello se tomaron 
alícuotas de 15 µl de cada tratamiento y se colocaron entre porta y cubreobjeto atemperado a 
37ºC en platina térmica para ser evaluado por el sistema ISAS. Para cada tratamiento se 
analizaron entre 10 y 20 campos, conteniendo en promedio 50 espermatozoides por campo, 
siempre por el mismo operador con objetivo 10X de contraste de fase negativo. El brillo y 
contraste se ajustó de acuerdo a cada campo de visualización por el operador. 
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Los parámetros de motilidad evaluados por el sistema ISAS fueron los siguientes: 
VCL: velocidad curvilínea (µm/s);  
VSL: velocidad rectilínea (µm/s);  
VAP: velocidad promedio (µm/s);  
LIN: índice de linealidad (%);  
STR: índice de rectitud (%); 
WOB: índice de oscilación (%); 
ALH: amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (µm); 
BCF: frecuencia de batida de la cola (Hz). 
 
Los parámetros de motilidad calculados en base a las mediciones del sistema fueron los 
siguientes: 
Motilidad total (Mot total): porcentaje de espermatozoides mótiles (progresivos y no 
progresivos);  
Motilidad progresiva (Mot Prog/Mot): porcentaje de espermatozoides con motilidad 
progresiva en relación al porcentaje de espermatozoides mótiles; 
Motilidad progresiva (Mot Prog/Tot): porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva 
en relación al porcentaje de espermatozoides totales (estáticos y mótiles); 
Rápidos: porcentaje de espermatozoides rápidos en relación al porcentaje de espermatozoides 
mótiles. 
 
Para cada caso se evaluó el porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados 
por la técnica de epifluorescente de clorotetraciclina (CTC) y el porcentaje de espermatozoides 
vivos y con integridad acrosomal, mediante la tinción con azul tripán/contraste diferencial 
interferencial (AT/DIC).  
El tamaño de la muestra fue de n=5. Los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA 
y post-ANOVA (test de Tukey) (P0,05). Para analizar si existía una correlación entre las 
muestras capacitadas con heparina y BCF y entre las muestras capacitadas con ácido 
hialurónico y ALH, se realizó una correlación de Pearson (P0,05). 
 
 
 
 
 66 
Resultados 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 67 
Resultados 
 
Experiencia 1. Determinación de la concentración y el tiempo de incubación óptimos 
para la capacitación con ácido hialurónico 
 
Con el objetivo de determinar la concentración y el tiempo de incubación que 
permitan la máxima inducción de la capacitación espermática del espermatozoide bovino 
criopreservado, se utilizaron diferentes concentraciones de ácido hialurónico, 500, 750 y 1000 
µg/ml, y los tiempos de incubación 20, 45 y 60 minutos. 
  El mayor porcentaje de capacitación (21,43  4,58 %) se obtuvo con una concentración 
de 1000 µg/ml y un tiempo de incubación de 60 minutos. Al tiempo cero de incubación se 
registró en promedio un 8,27  1,67 % de espermatozoides capacitados, atribuido a la 
criocapacitación. Se observó un aumento significativo del porcentaje de capacitación a medida 
que aumenta la concentración y el tiempo de incubación (P0,05) (Gráfico 1). 
 
 
Gráfico 1. Capacitación espermática con diferentes concentraciones de ácido hialurónico y 
tiempos de incubación 
Porcentajes de espermatozoides capacitados con ácido hialurónico a 500, 750 y 1000 µg/ml y a 20, 45 y 
60 minutos de incubación, determinados con la técnica epifluorescente de clorotetraciclina (CTC). Las 
letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
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La viabilidad e integridad acrosomal determinada con azul tripán/contraste diferencial  
interferencial, que al tiempo cero de incubación registró en promedio un 55,37  4,87 % de 
espermatozoides vivos e intactos, presentó diferencias significativas entre los distintos 
tratamientos (P0,05) (Gráfico 2). 
Al analizar mediante un diseño factorial si existía una interacción entre las dos 
variables (concentración y tiempo de incubación) se pudo comprobar que dicha interacción se 
producía, y al realizar un análisis de contrastes se corroboró que la combinación de 1000 µg/ml 
y 60 minutos de incubación arrojaba un resultado significativo en comparación a las otras 
combinatorias posibles (P0,05). Basados en estas experiencias y sus resultados, la 
concentración 1000 µg/ml y el tiempo de incubación de 60 minutos, fueron elegidos para 
realizar las determinaciones siguientes. 
 
 
 
Gráfico 2. Viabilidad e integridad acrosomal con diferentes concentraciones de ácido 
hialurónico y tiempos de incubación  
Porcentajes de espermatozoides vivos y con integridad acrosomal (intactos) con ácido hialurónico a 500, 
750 y 1000 µg/ml y a 20, 45 y 60 minutos de incubación, determinados con la tinción de azul tripán y 
contraste diferencial interferencial (AT/DIC). Las letras indican diferencias significativas entre los 
tratamientos (P<0,05). 
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Evaluación de la capacitación con heparina y ácido hialurónico  
 
Al incubar las muestras espermáticas con los inductores de la capacitación,  heparina o 
ácido hialurónico, los porcentajes de espermatozoides capacitados mostraron diferencias 
significativas. Al tiempo cero de incubación se registró en promedio un 8,27  1,67 % de 
espermatozoides capacitados, atribuido a la criocapacitación. Se obtuvo un 32,54  2,02 % de 
espermatozoides capacitados con heparina, mientras que cuando se utilizó ácido hialurónico 
como inductor de la capacitación se registró un 21,43  4,58 % de espermatozoides 
capacitados (Gráfico 3).  
Para confirmar la capacitación espermática, se evaluó la inducción de la reacción 
acrosomal con lisofosfatidilcolina (100 µg/ml) durante 30 minutos de incubación en las 
muestras tratadas con heparina o ácido hialurónico. Los espermatozoides bovinos capacitados 
con heparina o ácido hialurónico reaccionaron en presencia de lisofosfatidilcolina en forma 
diferencial, ya que con heparina se obtuvo un mayor porcentaje de espermatozoides 
reaccionados (30,57  3,60 %) comparado con ácido hialurónico (18,44  6,70 %), determinado 
por la técnica de CTC (Gráfico 3).   
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Gráfico 3. Capacitación y reacción acrosomal con heparina y ácido hialurónico 
Porcentajes de espermatozoides capacitados con ácido hialurónico (AH) y heparina (Hep) y reaccionados 
con lisofosfatidilcolina (LPC), determinados con la técnica epifluorescente de clorotetraciclina (CTC). AH: 
ácido hialurónico; Hep: heparina. A cada resultado de capacitación con heparina o ácido hialurónico se 
le restó el porcentaje de espermatozoides capacitados al tiempo cero, para descartar la criocapacitación 
producto del descongelamiento de las muestras. Las letras y los signos indican diferencias significativas 
entre los tratamientos (P<0,05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c 
c 
b 
a 
* 
* 
** 
*** 
0
10
20
30
40
50
Control 15 min Control 60 min AH Hep
%
 
Porcentaje de espermatozoides capacitados  
y reaccionados (CTC) 
Capacitación Reacción acrosomal inducida por LPC
Reacción acrosomal en controles 
 71 
Para corroborar por otra técnica la reacción acrosomal en las muestras tratadas con 
cada inductor de la capacitación y lisofosfatidilcolina, se determinaron los porcentajes de 
espermatozoides vivos con acrosoma no intacto, es decir los verdaderos reaccionados, que 
fueron de 19,65  5,30 % para ácido hialurónico y de 24,80  2,28 % para heparina, 
determinados por la tinción de azul tripán y contraste diferencial  interferencial. 
La viabilidad e integridad acrosomal no mostraron diferencias significativas al 
comparar cada tratamiento de capacitación con su respectivo control de incubación (Tabla 1).  
 
 
Muestras % Espermatozoides 
capacitados 
(CTC) 
% Espermatozoides vivos 
y con integridad 
acrosomal   
(AT/DIC) 
Control 15 min 10,40   2,61 a 54,80  3,90 1 
Control 60 min 6,33   1,50 a 29,67  9,24 2 
Heparina  32,54   2,02 b 53,00  3,86 1 
Ácido hialurónico 21,43   4,58 c 
 
30,00  2,45 2 
 
Tabla 1. Capacitación y viabilidad e integridad acrosomal con heparina y ácido hialurónico 
Porcentaje de espermatozoides capacitados con heparina y ácido hialurónico, determinado con la 
técnica epifluorescente de clorotetraciclina (CTC). Porcentaje de espermatozoides vivos y con integridad 
acrosomal en la capacitación con heparina y ácido hialurónico, determinados con la tinción de azul 
tripán y contraste diferencial interferencial (AT/DIC). Las letras y los números indican diferencias 
significativas entre los tratamientos de una misma columna de la tabla (P0,05). 
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Experiencia 2. Determinación del consumo de oxígeno con heparina y ácido 
hialurónico 
 
El consumo de oxígeno en las muestras espermáticas incubadas con ácido hialurónico 
durante 60 minutos (7,29  1,86 LO2/h/10
8 esp) fue significativamente menor al obtenido con 
heparina (14,76  2,89 LO2/h/10
8 esp). En todos los tratamientos se evidenció acoplamiento 
mitocondrial al agregar un desacoplante de cadena respiratoria como CCCP, demostrando de 
esta manera una actividad mitocondrial intacta al aumentar significativamente el consumo de 
oxígeno (Tabla 2).   
La viabilidad e integridad acrosomal no mostraron diferencias significativas al 
comparar cada tratamiento con su respectivo control de incubación (P>0,05).   
 
 
Muestras Consumo de Oxígeno 
sin CCCP 
LO2/h/10
8 esp 
Consumo de Oxígeno 
 con CCCP 
LO2/h/10
8 esp 
Control 15 min 
 
6,47  1,58 d 17,22  8,79 ab 
Control 60 min 
 
11,75  3,53 cd 22,70  3,89 a 
Heparina 
 
14,76  2,89 bc 21,00  0,40 a 
Ácido hialurónico 
 
7,29  1,86 d 18,72  4,17 ab 
 
Tabla 2. Consumo de oxígeno en muestras espermáticas con heparina y ácido hialurónico  
El consumo de oxígeno con y sin el agregado de un desacoplante de cadena respiratoria (CCCP) fue 
determinado por polarografía. Los resultados se expresaron en LO2/h/10
8
 espermatozoides. Las letras 
indican diferencias significativas entre los tratamientos (P0,05). 
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Experiencia 3 y 4. Participación de la adenilato ciclasa de membrana en la 
capacitación con heparina y ácido hialurónico  
 
En las muestras espermáticas capacitadas con heparina, la inhibición producida por el 
inhibidor de la adenilato ciclasa de membrana, 2´,5´-dideoxiadenosina, bloqueó la inducción 
de la capacitación (1,2  2,68 %) y el burst respiratorio producido por la heparina (7,91  2,38 
LO2/h/10
8 esp) (Tabla 3). 
El consumo de oxígeno en las muestras incubadas con ácido hialurónico más 2´,5´-
dideoxiadenosina durante 60 minutos (8,95  3,61 LO2/h/10
8 esp) no varió significativamente 
con respecto a las muestras incubadas con ácido hialurónico sin inhibidor (7,29  1,86 
LO2/h/10
8 esp) (Tabla 3). La inhibición de la adenilato ciclasa de membrana no bloqueó 
completamente la inducción de la capacitación producida por el ácido hialurónico (13,00  
4,41 %) (Tabla 3). 
 
 
 
Muestra 
Consumo de Oxígeno 
sin CCCP 
LO2/h/10
8 esp 
Consumo de Oxígeno 
con CCCP 
LO2/h/10
8 esp 
% Espermatozoides 
capacitados 
(CTC) 
Control 15 min 6,47  1,58 d 17,22  8,79 abc  2,00 0,01 * 
Control 60 min 11,75  3,53 cd 22,70  3,89 a 3,00  1,41 * 
Hep 14,76  2,89 bc 21,00  0,40 a 32,54  2,02 **** 
AH 7,29  1,86 d 18,72  4,17 ab 21,43  4,58 *** 
Hep + 2,5-D 7,91  2,38 d 19,69  9,38 ab 1,20  2,68 * 
AH + 2,5-D 8,95  3,61 d 20,92  3,85 ab 13,00  4,41 ** 
 
Tabla 3. Consumo de oxígeno y capacitación en muestras espermáticas con heparina y ácido 
hialurónico durante la inhibición de la adenilato ciclasa de membrana 
El consumo de oxígeno con y sin el agregado de un desacoplante de cadena respiratoria (CCCP) fue 
determinado por polarografía. Los resultados se expresaron en LO2/h/10
8
 espermatozoides. El 
porcentaje de espermatozoides capacitados fue determinado por la técnica de CTC. Hep: heparina; AH: 
ácido hialurónico; Hep + 2,5-D: heparina + 2´,5´-dideoxiadenosina; AH + 2,5-D: ácido hialurónico + 2´,5´-
dideoxiadenosina. Las letras y los símbolos indican diferencias significativas entre los tratamientos 
(P<0,05). 
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Experiencia 5 y 6. Determinación de la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) en 
la capacitación con heparina y ácido hialurónico  
 
La actividad de LDH registrada para espermatozoides capacitados con heparina (0,38  
0,09 U/108 esp) y la obtenida en el tratamiento con ácido hialurónico (1,02  0,40 U/108 esp) 
mostraron diferencias significativas (P<0,05). Las muestras capacitadas con heparina 
evidenciaron una disminución significativa de la actividad de LDH con respecto a su control de 
incubación de 15 minutos (2,29  0,54 U/108 esp), así como las muestras capacitadas con ácido 
hialurónico que también presentaron diferencias significativas con su control respectivo (0,64 
 0,19 U/108 esp) (Gráfico 4). 
En las muestras incubadas con heparina o ácido hialurónico en las cuales se determinó 
la actividad enzimática de LDH, no se evidenciaron diferencias significativas con respecto a sus 
controles de incubación en cuanto a la viabilidad y la integridad acrosomal (P>0,05).   
 
 
 
Gráfico 4. Actividad de lactato deshidrogenasa en la capacitación con heparina y ácido 
hialurónico 
La actividad de lactato deshidrogenasa fue determinada por espectrofotometría y se midió en 
Unidades/10
8
 espermatozoides. Control 15 min: control heparina; Hep: heparina; Control 60 min: 
control ácido hialurónico; AH: ácido hialurónico. Las letras indican diferencias significativas entre los 
tratamientos (P<0,05).  
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Experiencia 7 y 8. Determinación de creatina quinasa (CK) en presencia de heparina y 
ácido hialurónico 
 
La actividad de CK registrada para espermatozoides capacitados con heparina (20,57  
4,17 U/108 esp x 102) fue significativamente menor que la obtenida en el tratamiento con ácido 
hialurónico (36,87  6,98 U/108 esp x 102) (P<0,05). En ambos tratamientos las muestras 
capacitadas con cada inductor mostraron diferencias significativas con respecto a sus controles 
de incubación (Gráfico 5). 
En las muestras incubadas con heparina o ácido hialurónico en las cuales se determinó 
la actividad enzimática de CK, no se evidenciaron diferencias significativas con respecto a sus 
controles de incubación en cuanto a la viabilidad y la integridad acrosomal (P>0,05).   
 
 
 
Gráfico 5. Actividad de creatina quinasa en la capacitación con heparina y ácido hialurónico 
La actividad de creatina quinasa fue determinada por espectrofotometría y se midió en Unidades/10
8
 
espermatozoides x 10
2
. Control 15 min: control heparina; Hep: heparina; Control 60 min: control ácido 
hialurónico; AH: ácido hialurónico. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos 
(P<0,05). 
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Participación de la adenilato ciclasa de membrana en la capacitación con heparina y 
ácido hialurónico y su efecto en la actividad enzimática de creatina quinasa (CK) y 
lactato deshidrogenasa (LDH) 
 
El agregado del inhibidor de la adenilato ciclasa de membrana (2´,5´-
dideoxiadenosina), en las muestras capacitadas con ácido hialurónico, produjo una 
disminución significativa de la actividad de LDH (0,40  0,12 U/108 esp), no causando el mismo 
efecto en espermatozoides capacitados con heparina (Gráficos 6 y 7).  
La 2´,5´-dideoxiadenosina no causo ningún cambio en la actividad de CK en presencia 
de heparina (P>0,05), sin embargo se observó una disminución de la actividad de la enzima en 
muestras tratadas con ácido hialurónico y el inhibidor (Gráficos 8 y 9). 
En las muestras incubadas con heparina o ácido hialurónico y el inhibidor de adenilato 
ciclasa de membrana, en las cuales se determinó la actividad enzimática de LDH y CK, no se 
evidenciaron diferencias significativas con respecto a sus controles de incubación en cuanto a 
la viabilidad y la integridad acrosomal (P>0,05).   
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Gráfico 6. Actividad de lactato deshidrogenasa durante la inhibición de la adenilato ciclasa 
de membrana en la capacitación con heparina  
La actividad de lactato deshidrogenasa fue determinada por espectrofotometría y se midió en 
Unidades/10
8
 espermatozoides. Control: sin inductores; Hep: heparina; Hep + 2,5-D: heparina + 2´,5´-
dideoxiadenosina. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05).  
 
 
Gráfico 7. Actividad de lactato deshidrogenasa durante la inhibición de la adenilato ciclasa 
de membrana en la capacitación con ácido hialurónico 
La actividad de lactato deshidrogenasa fue determinada por espectrofotometría y se midió en 
Unidades/10
8
 espermatozoides. Control: sin inductores; AH: ácido hialurónico; AH + 2,5-D: ácido 
hialurónico + 2´,5´-dideoxiadenosina. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos 
(P<0,05). 
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Gráfico 8. Actividad de creatina quinasa durante la inhibición de la adenilato ciclasa de 
membrana en la capacitación con heparina 
La actividad de creatina quinasa fue determinada por espectrofotometría y se midió en Unidades/10
8
 
espermatozoides x 10
2
. Control: sin inductores; Hep: heparina; Hep + 2,5-D: heparina + 2´,5´-
dideoxiadenosina. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
 
 
 
Gráfico 9. Actividad de creatina quinasa durante la inhibición de la adenilato ciclasa de 
membrana en la capacitación con ácido hialurónico 
La actividad de creatina quinasa fue determinada por espectrofotometría y se midió en Unidades/10
8
 
espermatozoides x 10
2
. Control: sin inductores; AH: ácido hialurónico; AH + 2,5-D: ácido hialurónico + 
2´,5´-dideoxiadenosina. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
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Experiencia 9 y 10. Determinación de isocitrato deshidrogenasa dependiente de 
NAD+ y NADP+ (IDH-NAD(P)+) en presencia de  heparina y ácido hialurónico 
 
La actividad de IDH-NAD+ en muestras incubadas con heparina evidenció un aumento 
significativo con respecto a su control de incubación, mientras que la actividad de IDH-NADP+ 
disminuyó  en muestras incubadas con heparina respecto al control (P<0,05) (Gráfico 10). 
No se registraron diferencias significativas con respecto a la actividad de IDH-NAD+ en 
las muestras capacitadas con ácido hialurónico con respecto a su control, sin embargo la 
actividad de IDH-NADP+ aumentó en las muestras tratadas con ácido hialurónico respecto al 
control (Gráfico 11). 
Al comparar la actividad enzimática de IDH entre los dos inductores de la capacitación, 
heparina y ácido hialurónico, se registró que la actividad de IDH-NAD+ fue superior en los 
tratamientos con heparina, mientras que la actividad de IDH-NADP+ aumentó en los 
tratamientos con ácido hialurónico (P<0,05).  
En las muestras incubadas con heparina o ácido hialurónico en las cuales se determinó 
la actividad enzimática de IDH-NAD(P)+, no se evidenciaron diferencias significativas con 
respecto a sus controles de incubación en cuanto a la viabilidad y la integridad acrosomal 
(P>0,05).   
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Gráfico 10. Actividad de isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD+ y NADP+ en la 
capacitación con heparina 
La actividad de isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD
+
 y NADP
+
 fue determinada por 
espectrofotometría y se midió en Unidades/10
8
 espermatozoides x 10
-2
. Control: sin inductor; Hep: 
heparina. Las letras y símbolos indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
 
 
 
Gráfico 11. Actividad de isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD+ y NADP+ en la 
capacitación con ácido hialurónico 
La actividad de isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD
+
 y NADP
+
 fue determinada por 
espectrofotometría y se midió en Unidades/10
8
 espermatozoides x 10
-2
. Control: sin inductor; AH: ácido 
hialurónico. Las letras y símbolos indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
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Experiencia 11 y 12. Determinación de malato deshidrogenasa dependiente de NAD+ 
y NADP+ (MDH-NAD(P)+) en presencia de  heparina y ácido hialurónico 
 
La actividad de MDH-NAD+ en muestras incubadas con heparina (6,03 ± 0,64 U/108esp 
x 10-2) fue significativamente superior al control. En cambio, la actividad de MDH-NADP+ no 
evidenció diferencias significativas entre las muestras con heparina respecto a su control 
(P>0,05) (Gráfico 12). 
No se registraron diferencias significativas con respecto a la actividad de MDH-NAD+ en 
las muestras capacitadas con ácido hialurónico, sin embargo en estas muestras capacitadas 
con ácido hialurónico se produjo un aumento significativo de la actividad de MDH-NADP+ (2,46 
± 1,18 U/108esp x 10-2) comparado al control (P<0,05) (Gráfico 13).  
Al comparar la actividad enzimática de MDH entre los dos inductores de la 
capacitación, heparina y ácido hialurónico, se registró que la actividad de MDH-NAD+ fue 
superior en los tratamientos con heparina, mientras que la actividad de MDH-NADP+ aumentó 
en los tratamientos con ácido hialurónico (P<0,05).  
En las muestras incubadas con heparina o ácido hialurónico en las cuales se determinó 
la actividad enzimática de MDH-NAD(P)+, no se evidenciaron diferencias significativas con 
respecto a sus controles de incubación en cuanto a la viabilidad y la integridad acrosomal 
(P>0,05).   
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Gráfico 12. Actividad de malato deshidrogenasa dependiente de NAD+ y NADP+ en la 
capacitación con heparina 
La actividad de malato deshidrogenasa dependiente de NAD
+
 y NADP
+
 fue determinada por 
espectrofotometría y se midió en Unidades/10
8
 espermatozoides x 10
-2
. Control: sin inductor; Hep: 
heparina. Las letras y símbolos indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
 
 
Gráfico 13. Actividad de malato deshidrogenasa dependiente de NAD+ y NADP+ en la 
capacitación con ácido hialurónico 
La actividad de malato deshidrogenasa dependiente de NAD
+
 y NADP
+
 fue determinada por 
espectrofotometría y se midió en Unidades/10
8
 espermatozoides x 10
-2
. Control: sin inductor; AH: ácido 
hialurónico. Las letras y símbolos indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
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Experiencia 13. Determinación de la concentración de lactato en el medio de 
incubación en la capacitación con heparina o ácido hialurónico  
 
Con el objetivo de determinar si el medio de incubación más adecuado para favorecer 
la capacitación y la actividad metabólica espermática es el que contiene lactato y piruvato 
como sustratos oxidativos, se realizaron determinaciones de capacitación espermática, 
viabilidad e integridad acrosomal y consumo de oxígeno sumando la determinación de la 
concentración de lactato en el medio de incubación con los sustratos lactato/piruvato, lactato, 
piruvato y sin sustratos oxidativos.  
En muestras incubadas con heparina, la medición de consumo de oxígeno permitió 
observar que ante la presencia de lactato/piruvato la respiración mitocondrial fue 
significativamente superior (14,76 ± 2,89 LO2/h/10
8 esp) con respecto a los otros 
tratamientos (Tabla 4). 
 
Sustratos utilizados 
en el medio de 
incubación 
Consumo de  oxígeno 
μLO2/h/10
8 espermatozoides 
  sin CCCP                                   con CCCP 
Piruvato y Lactato 14.76 ± 2.89 a 21.0 ± 0.40 c 
Piruvato 8.00 ± 1.00 b 12.99 ± 4.11 d 
Lactato 8.18 ± 2.46 b 10.81 ± 3.37 d 
Piruvato 
(doble concentración) 
6.48 ± 0.71 b 12.72 ± 0.35 d 
Sin sustratos 
oxidativos 
6.31 ± 1.39 b 9.48 ± 1.00 d 
 
Tabla 4. Consumo de oxígeno con diferentes sustratos oxidativos en el medio de incubación 
El consumo de oxígeno con y sin el agregado de un desacoplante de cadena respiratoria (CCCP) fue 
determinado por polarografía. Los resultados se expresaron en LO2/h/10
8
 espermatozoides. Las letras 
indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
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La concentración de lactato en el medio, en presencia de lactato o lactato/piruvato 
como sustratos oxidativos en muestras tratadas con heparina, evidenció una disminución de la 
concentración de lactato con respecto a sus controles (Gráficos 14 y 17). En muestras 
incubadas sólo con piruvato con y sin presencia de heparina, se registró una significativa 
disminución de la concentración de lactato en el medio de incubación (Gráfico 14). 
 
 
 
Gráfico 14. Concentración de lactato en el medio de incubación con diferentes sustratos 
oxidativos 
La concentración de lactato en el medio de incubación fue determinada por espectrofotometría y se 
midió en mM/10
6
 espermatozoides.  LyP-0: : control 0 minutos de incubación con lactato y piruvato; 
LyP-15: control 15 minutos de incubación con lactato y piruvato; LyP-Hep: heparina con lactato y 
piruvato; L-0: control 0 minutos de incubación con lactato;  L-15: control 15 minutos de incubación con 
lactato; L-Hep: heparina con lactato; P-0: control 0 minutos de incubación con piruvato; P-15: control 15 
minutos de incubación con piruvato; P-Hep: heparina con piruvato; C-0: control 0 minutos de incubación 
sin sustratos oxidativos; C-15: control 15 minutos de incubación sin sustratos oxidativos; C-Hep: 
heparina sin sustratos oxidativos. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos 
(P<0,05). 
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En muestras incubadas con diferentes sustratos oxidativos se determinaron los 
porcentajes de espermatozoides capacitados con y sin el agregado del inductor heparina. 
Cuando se utilizó lactato/piruvato o piruvato solamente, los porcentajes de espermatozoides 
capacitados fueron significativamente mayores respecto a los demás tratamientos (Gráfico 
15), manteniendo en todos los casos la viabilidad e integridad acrosomal con respecto a sus 
controles de incubación (Gráfico 16). 
 
 
 
Gráfico 15. Espermatozoides capacitados con diferentes sustratos oxidativos  
Los porcentajes de espermatozoides capacitados utilizando diferentes sustratos oxidativos en el medio 
de incubación fueron determinados con la técnica epifluorescente de clorotetraciclina. LyP-0: control 0 
minutos de incubación con lactato y piruvato; LyP-15: control 15 minutos de incubación con lactato y 
piruvato; LyP-Hep: heparina con lactato y piruvato; L-0: control 0 minutos de incubación con lactato; L-
15: control 15 minutos de incubación con lactato; L-Hep: heparina con lactato; P-0: control 0 minutos de 
incubación con piruvato; P-15: control 15 minutos de incubación con piruvato; P-Hep: heparina con 
piruvato; C-0: control 0 minutos de incubación sin sustratos oxidativos; C-15: control 15 minutos de 
incubación sin sustratos oxidativos; C-Hep: heparina sin sustratos oxidativos. Las letras indican 
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
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Gráfico 16. Viabilidad e integridad acrosomal con diferentes sustratos oxidativos  
Los porcentajes de espermatozoides vivos y con integridad acrosomal utilizando diferentes sustratos 
oxidativos en el medio de incubación fueron determinados con la tinción de azul tripán y contraste 
diferencial interferencial. LyP-0: control 0 minutos de incubación con lactato y piruvato; LyP-15: control 
15 minutos de incubación con lactato y piruvato; LyP-Hep: heparina con lactato y piruvato; L-0: control 0 
minutos de incubación con lactato; L-15: control 15 minutos de incubación con lactato; L-Hep: heparina 
con lactato; P-0: control 0 minutos de incubación con piruvato; P-15: control 15 minutos de incubación 
con piruvato; P-Hep: heparina con piruvato; C-0: control 0 minutos de incubación sin sustratos 
oxidativos; C-15: control 15 minutos de incubación sin sustratos oxidativos; C-Hep: heparina sin 
sustratos oxidativos. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
 
A partir de los resultados obtenidos de las muestras incubadas con heparina y  
distintos sustratos oxidativos, se determinó que la combinación de lactato/piruvato permite 
obtener los mejores resultados de capacitación espermática y consumo de oxígeno 
manteniendo una adecuada viabilidad e integridad acrosomal, razón por la cual en todas las 
experiencias se utilizaron estos dos metabolitos oxidativos en el medio de incubación. 
En las muestras capacitadas con ácido hialurónico y con lactato/piruvato como 
sustratos oxidativos, se observó un significativo aumento en la concentración de lactato  en el 
medio. Esto evidencia que existiría una producción del metabolito energético lactato en la 
capacitación con ácido hialurónico (Gráfico 18).  
En todas las muestras en las cuales se determinó la concentración de lactato en el 
medio de incubación, no se evidenciaron diferencias significativas con respecto a sus controles 
de incubación en cuanto a la viabilidad y la integridad acrosomal (P>0,05).   
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Gráfico 17. Concentración de lactato en el medio de incubación en la capacitación con 
heparina 
La concentración de lactato en el medio de incubación fue determinada por espectrofotometría y se 
midió en mM/10
6
 espermatozoides. Se utilizaron lactato y piruvato como sustratos oxidativos. Control: 
sin inductor; Hep: heparina. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
 
 
Gráfico 18. Concentración de lactato en el medio de incubación en la capacitación con ácido 
hialurónico  
La concentración de lactato en el medio de incubación fue determinada por espectrofotometría y se 
midió en mM/10
6
 espermatozoides. Se utilizaron lactato y piruvato como sustratos oxidativos. Control: 
sin inductor; AH: ácido hialurónico. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos 
(P<0,05). 
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Participación de la adenilato ciclasa de membrana en la capacitación con heparina y 
ácido hialurónico y su efecto en la concentración de lactato en el medio de 
incubación 
 
El efecto del agregado de 2´,5´-dideoxiadenosina, inhibidor de la adenilato ciclasa de 
membrana, a las muestras incubadas con heparina o ácido hialurónico, evidenció una 
disminución significativa de la concentración de lactato en ambos casos (P<0,05) (Gráficos 19 y 
20). 
En las muestras incubadas con heparina o ácido hialurónico y con el inhibidor de 
adenilato ciclasa de membrana en las cuales se determinó la concentración de lactato en el 
medio de incubación, no se evidenciaron diferencias significativas con respecto a sus controles 
de incubación en cuanto a la viabilidad y la integridad acrosomal (P>0,05).   
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Gráfico 19. Concentración de lactato en el medio de incubación durante la inhibición de la 
adenilato ciclasa de membrana en la capacitación con heparina 
La concentración de lactato en el medio de incubación fue determinada por espectrofotometría y se 
midió en mM/10
6
 espermatozoides. Control: sin inductores; Hep: heparina; Hep + 2,5-D: heparina + 
2´,5´-dideoxiadenosina. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
 
 
Gráfico 20. Concentración de lactato en el medio de incubación durante la inhibición de la 
adenilato ciclasa de membrana en la capacitación con ácido hialurónico 
La concentración de lactato en el medio de incubación fue determinada por espectrofotometría y se 
midió en mM/10
6
 espermatozoides. Control: sin inductores; AH: ácido hialurónico; AH + 2,5-D: ácido 
hialurónico + 2´,5´-dideoxiadenosina. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos 
(P<0,05). 
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Experiencia 14, 15, 16 y 17. Evaluación de la participación de la proteína quinasa C y 
la tirosina quinasa en la capacitación con heparina y ácido hialurónico 
 
La inhibición de la proteína quinasa C por GF-109203X y tirosina quinasa por 
genisteína, bloqueó en ambos casos la capacitación con heparina o ácido hialurónico (P<0,05), 
no observando diferencias significativas entre estos tratamientos y el control de incubación 
(Tabla 5).  
La viabilidad y la integridad acrosomal no evidenciaron diferencias significativas entre 
los tratamientos y sus respectivos controles (Tabla 5). 
 
 
Tabla 5. Capacitación y viabilidad e integridad acrosomal con heparina y ácido hialurónico 
durante la inhibición de proteína quinasa C y tirosina quinasa 
Porcentaje de espermatozoides capacitados determinado con la técnica epifluorescente de 
clorotetraciclina (CTC). Porcentaje de espermatozoides vivos y con integridad acrosomal determinados 
con la tinción de azul tripán y contraste diferencial interferencial (AT/DIC). Las letras indican diferencias 
significativas entre los tratamientos de cada columna (P<0,05). 
 
 
 
Muestras Espermatozoides 
capacitados 
% (CTC) 
Espermatozoides vivos y con 
integridad acrosomal   
% (AT/DIC) 
Control 15 min 
2,00   0,01 
d
 41,75  6,36 
a
 
Control 60 min 
3,00   1,41 
d
 26,80  6,75 
c
 
Heparina  
32,54   2,02 
a
 37,50  5,63 
ab
 
Ácido hialurónico 
21,43   4,58 
b
 29,40  3,27 
bc
 
Heparina + GF-109203X 12,50  3,16 c 38,00  8,94 ab 
Ácido hialurónico +   
GF-109203X 
13,00  5,34 c 29,50  10,07 bc 
Heparina + genisteína 
14,25  4,06 
c
 34,75  7,00 
abc
 
Ácido hialurónico + genisteína 
14,00  2,62 
c
 29,50  5,83 
bc
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Participación de la proteína quinasa C y la tirosina quinasa en la capacitación con 
heparina y ácido hialurónico y su efecto en la actividad enzimática de isocitrato 
deshidrogenasa (IDH) y malato deshidrogenasa (MDH) 
 
Para evaluar la modulación de la actividad de IDH y MDH con heparina o ácido 
hialurónico, se utilizaron los inhibidores de proteína quinasa C y tirosina quinasa, GF-109203X 
y genisteína, respectivamente. 
Al evaluar la actividad de IDH-NAD+ en muestras tratadas con el inductor heparina, los 
inhibidores de proteína quinasa C y tirosina quinasa produjeron una disminución de la 
actividad de la enzima, en comparación a las muestras capacitadas con el inductor mencionado 
(Gráfico 21).  
En cuanto a la actividad de IDH-NADP+ de muestras tratadas con heparina y genisteína, 
se evidenció una disminución significativa de su actividad respecto a las muestras capacitadas 
con heparina (P<0,05) (Gráfico 21).  
La inhibición de la tirosina quinasa en muestras incubadas con ácido hialurónico 
produjo una disminución de la actividad de IDH-NADP+ con respecto a las muestras capacitadas 
con el inductor mencionado, mientras que el agregado de GF-109203X no produjo ninguna 
modificación de la actividad de IDH-NAD(P)+ (Gráfico 22).   
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Gráfico 21. Actividad de isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD+ y NADP+ durante la 
inhibición de la proteína quinasa C y la tirosina quinasa en la capacitación con heparina 
La actividad de isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD
+
 y NADP
+
 fue determinada por 
espectrofotometría y se midió en Unidades/10
8
 espermatozoides x 10
-2
. Control: sin inductores; Hep: 
heparina; Hep + GF: heparina + GF-109203X; Hep + G: heparina + genisteína. Las letras y símbolos 
indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
 
Gráfico 22. Actividad de isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD+ y NADP+ durante la 
inhibición de la proteína quinasa C y la tirosina quinasa en la capacitación con ácido 
hialurónico 
La actividad de isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD
+
 y NADP
+
 fue determinada por 
espectrofotometría y se midió en Unidades/10
8
 espermatozoides x 10
-2
. Control: sin inductores; AH: 
ácido hialurónico; AH + GF: ácido hialurónico + GF-109203X; AH + G: ácido hialurónico + genisteína. Las 
letras y símbolos indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
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Cuando se agregaron los inhibidores de proteína quinasa C y tirosina quinasa a las 
muestras espermáticas tratadas con heparina, la actividad de MDH-NAD+ fue menor a las 
obtenidas en muestras  sólo tratadas con heparina y al control (P<0,05).   
En las muestras capacitadas con heparina y en presencia de los inhibidores 
mencionados, no se registraron diferencias significativas en la actividad de MDH-NADP+ 
respecto al control, a excepción de las muestras con heparina y GF-109203X, donde la 
actividad de la enzima aumentó significativamente con respecto a los demás tratamientos 
(Gráfico 23).  
En muestras capacitadas con ácido hialurónico, los inhibidores de proteína quinasa C y 
tirosina quinasa no produjeron modificaciones en la actividad de MDH-NAD+, sin embargo GF-
109203X y genisteína disminuyeron significativamente la actividad de la enzima MDH-NADP+ 
respecto a las muestras con ácido hialurónico (Gráfico 24). 
 En todas las muestras analizadas no se evidenciaron diferencias significativas con 
respecto a sus controles de incubación en cuanto a la viabilidad y la integridad acrosomal 
(P>0,05).  
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Gráfico 23. Actividad de malato deshidrogenasa dependiente de NAD+ y NADP+ durante la 
inhibición de la proteína quinasa C y la tirosina quinasa en la capacitación con heparina 
La actividad de malato deshidrogenasa dependiente de NAD
+
 y NADP
+
 fue determinada por 
espectrofotometría y se midió en Unidades/10
8
 espermatozoides x 10
-2
. Control: sin inductores; Hep: 
heparina; Hep + GF: heparina + GF-109203X; Hep + G: heparina + genisteína. Las letras y símbolos 
indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
 
 
Gráfico 24. Actividad de malato deshidrogenasa dependiente de NAD+ y NADP+ durante la 
inhibición de la proteína quinasa C y la tirosina quinasa en la capacitación con ácido 
hialurónico 
La actividad de malato deshidrogenasa dependiente de NAD
+
 y NADP
+
 fue determinada por 
espectrofotometría y se midió en Unidades/10
8
 espermatozoides x 10
-2
. Control: sin inductores; AH: 
ácido hialurónico; AH + GF: ácido hialurónico + GF-109203X; AH + G: ácido hialurónico + genisteína. Las 
letras y símbolos indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 
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Experiencia 18. Evaluación de la motilidad espermática con heparina y ácido 
hialurónico 
 
Mediante la evaluación de la motilidad a través del sistema ISAS, se determinaron 
diferentes parámetros en las muestras capacitadas con heparina y ácido hialurónico y sus 
respectivos controles de incubación, y así mismo se evaluó la participación de la proteína 
quinasa C y la tirosina quinasa en el mecanismo de transducción de señales durante la 
capacitación con los inductores mencionados.  
En muestras capacitadas con heparina el porcentaje de espermatozoides mótiles 
(progresivos y no progresivos) y de motilidad progresiva en relación al porcentaje de 
espermatozoides totales (estáticos y mótiles) evidenciaron una disminución significativa con 
respecto a su control. En contraste, el tratamiento con ácido hialurónico produjo un aumento 
de los dos parámetros mencionados anteriormente respecto a su control de incubación 
(P<0,05) (Tabla 6).  
El porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva en relación al porcentaje 
de espermatozoides mótiles y el de clasificados como rápidos con respecto al porcentaje de 
células mótiles, no evidenció diferencias significativas en todos los tratamientos (Tabla 6). La 
amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) aumentó en las muestras 
tratadas con ácido hialurónico respecto a su control, por el contrario en el tratamiento con 
heparina este parámetro disminuyó respecto a su control (P<0,05) (Tabla 6). 
La velocidad curvilínea (VCL) disminuyó al capacitar las muestras con heparina o ácido 
hialurónico comparado con sus respectivos controles de incubación. Sin embargo, la velocidad 
rectilínea (VSL) no evidenció diferencias significativas entre los controles y las muestras 
capacitadas. La velocidad promedio (VAP) fue menor en las muestras capacitadas con heparina 
o ácido hialurónico en comparación a sus controles correspondientes (Tabla 7). 
No se evidenciaron diferencias significativas en relación a los parámetros de frecuencia 
de batida de la cola (BCF), índice de linealidad (LIN), índice de rectitud (STR) e índice de 
oscilación (WOB), al evaluar las muestras con los diferentes tratamientos (P>0,05) (Tabla 7). 
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Mot total Mot Prog/Mot Mot Prog/Tot Rápidos/Mot ALH BCF 
C15 min 42,7±12,26a 83,34±4,42a 40,67±4,31a 83,33±9,56a 3,93±0,25a 8,69±0,24a 
C60 min 19,31±3,51bcd 75,20±9,70a 15,64±3,09cd 71,02±10,22a 3,37±0,36b 8,62±0,21a 
Hep 32,82±7,30abc 79,40±5,82a 25,22±3,25bc 78,62±7,47a 3,87±0,22ab 9,45±0,64a 
Hep + GF 35,98±6,11ab 86,91±2,80a 30,30±5,39ab 80,70±4,91a 3,88±0,41ab 8,70±0,34a 
Hep + G 12,83±6,95d 91,05±6,17a 10,63±5,76d 82,85±3,50a 4,08±0,27a 8,95±0,74a 
AH 28,54±7,88abcd 81,56±8,17a 22,02±7,95bcd 82,29±11,37a 3,57±0,11ab 9,18±0,71a 
AH + GF 14,62±6,12cd 85,66±2,85a 11,86±5,37cd 84,66±3,31a 3,54±0,15ab 8,95±0,71a 
AH + G 26,31±5,56abcd 88,73±7,99a 22,50±5,56bcd 73,36±7,95a 3,72±0,17ab 8,95±1,17a 
 
Tabla 6. Motilidad espermática (primera parte) 
Los parámetros de motilidad fueron determinados por ISAS V. 1.2 Prosier. Mot total: porcentaje de 
espermatozoides mótiles (progresivos y no progresivos); Mot Prog/Mot: porcentaje de espermatozoides 
con motilidad progresiva en relación al porcentaje de espermatozoides mótiles; Mot Prog/Tot: 
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva en relación al porcentaje de espermatozoides 
totales (estáticos y mótiles); Rápidos/Mot: porcentaje de espermatozoides rápidos en relación al 
porcentaje de espermatozoides mótiles; ALH: amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza 
(µm); BCF: frecuencia de batida de la cola (Hz). C15 min: control heparina; Hep: heparina; Hep + GF: 
heparina + GF-109203X; Hep + G: heparina + genisteína; C60 min: control ácido hialurónico; AH: ácido 
hialurónico; AH + GF: ácido hialurónico + GF-109203X; AH + G: ácido hialurónico + genisteína. Las letras 
indican diferencias significativas entre los tratamientos para cada columna (P<0,05). 
 
Al evaluar la participación de la proteína quinasa C y la tirosina quinasa en el 
mecanismo de transducción de señales durante la capacitación con los inductores 
mencionados, se determinó que la genisteína produjo una disminución significativa de la 
motilidad total y de la motilidad progresiva en relación al porcentaje de espermatozoides 
totales en muestras tratadas con heparina, mientras que el GF-109203X produjo el mismo 
efecto en muestras tratadas con ácido hialurónico (P<0,05) (Tabla 6). Los inhibidores utilizados 
no modificaron la ALH en los tratamientos con ácido hialurónico, mientras que la VSL y la VAP 
disminuyeron significativamente al incubar las muestras con ácido hialurónico y genisteína 
respecto a las muestras sin inhibidor y al control (Tabla 7). 
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VCL VSL VAP LIN STR WOB 
C15 min 94,70±6,63a 48,86±10,64ab 57,3±7,84ab 53,02±6,68a 84,56±7,58a 62,52±2,70a 
C60 min 78,72±1,34bcd 41,18±5,70ab 48,74±5,30abc 53,98±6,35a 84,46±6,44a 63,82±4,04a 
Hep 82,02±7,72abc 46,08±10,04ab 54,08±11,45abc 52,40±3,07a 85,12±3,08a 61,56±3,40a 
Hep + GF 91,97±4,08ab 50,60±4,75a 57,82±5,50ab 56,34±4,83a 87,64±5,78a 64,26±2,91a 
Hep + G 93,37±2,38a 52,64±5,09a 59,70±5,67a 55,28±3,33a 88,20±3,35a 62,64±3,22a 
AH 68,78±7,27d 40,30±7,77ab 41,32±6,27bc 48,24±5,30a 81,48±5,25a 59,10±3,35a 
AH + GF 85,05±5,32abc 39,46±10,77ab 48,78±9,86abc 48,06±8,62a 79,82±9,74a 59,84±4,92a 
AH + G 75,57±7,39cd 32,48±10,12b 39,22±10,81c 50,40±11,56a 82,92±7,66a 60,22±8,58a 
 
Tabla 7. Motilidad espermática (segunda parte) 
Los parámetros de motilidad fueron determinados por ISAS V. 1.2 Prosier. VCL: velocidad curvilínea 
(µm/s); VSL: velocidad rectilínea (µm/s); VAP: velocidad promedio (µm/s); LIN: índice de linealidad (%); 
STR: índice de rectitud (%); WOB: índice de oscilación (%); C15 min: control heparina; Hep: heparina; 
Hep + GF: heparina + GF-109203X; Hep + G: heparina + genisteína; C60 min: control ácido hialurónico; 
AH: ácido hialurónico; AH + GF: ácido hialurónico + GF-109203X; AH + G: ácido hialurónico + genisteína. 
Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos para cada columna  (P<0,05). 
 
 
Con respecto a los parámetros frecuencia de batida de la cola (BCF) y de amplitud 
media del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), se determinó una correlación positiva 
entre el porcentaje de espermatozoides capacitados con heparina y BCF (Gráfico 25). En las 
muestras espermáticas con ácido hialurónico, se evidenció una correlación positiva entre el 
porcentaje de espermatozoides capacitados con ácido hialurónico y ALH (Gráfico 26). 
En los distintos tratamientos en las cuales se determinaron los parámetros de 
motilidad, no se evidenciaron diferencias significativas con respecto a sus controles de 
incubación en cuanto a la viabilidad y la integridad acrosomal (P>0,05).   
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Gráfico 25. Correlación entre espermatozoides capacitados con heparina y la frecuencia de 
batida del flagelo 
Correlación entre el porcentaje de espermatozoides capacitados con heparina (HepCap) y la frecuencia 
de batida de la cola de los mismos (HepBCF) (Hz). Los parámetros de motilidad (BCF) fueron 
determinados por ISAS V. 1.2 Prosier. Se observó una correlación positiva entre ambos parámetros 
(r=0,63) (P<0,05). 
 
Gráfico 26. Correlación entre espermatozoides capacitados con ácido hialurónico y la 
amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza  
Correlación entre el porcentaje de espermatozoides capacitados con ácido hialurónico (HACap) y la 
amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza de los mismos (HAALH) (µm). Los parámetros de 
motilidad (ALH) fueron determinados por ISAS V. 1.2 Prosier. Se observó una correlación positiva entre 
ambos parámetros (r=0,80) (P<0,05).  
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Los glicosaminoglicanos han sido involucrados en varios procesos espermáticos como 
la capacitación y la reacción acrosomal en mamíferos (Yadav y col., 2013). En estos procesos 
inducidos in vitro, se busca una cantidad mínima de inductor al igual que el mínimo tiempo de 
incubación que aseguren la viabilidad de la muestra y la integridad de las membranas tanto 
plasmáticas como mitocondriales, para mantener la capacidad fertilizante de la gameta 
masculina bovina (Soares y col., 2013).  
En la especie bovina, el glicosaminoglicano heparina (Parrish y col., 1988) induce la 
capacitación in vitro a concentraciones en el rango de 25 a 100 µg/ml y en un tiempo de 
incubación entre 5 y 60 minutos (Fukui y col., 1990). En nuestro laboratorio se comprobó que a 
los 15 minutos de incubación la heparina (60 µg/ml) inducía la capacitación y alcanzaba un 
nivel de calcio intracelular de forma similar a los 45 minutos, siendo dependiente de proteína 
quinasa C y tirosina quinasa en el espermatozoide criopreservado bovino (Córdoba y col., 
1997).  
Se ha reportado que una importante cantidad de ácido hialurónico fue detectada en 
los fluidos uterinos y oviductales de los rumiantes, específicamente en el oviducto de vacas se 
registró una concentración de 38,8 mg de ácido hialurónico cada 100 mg de proteínas in vivo 
(Lee y col., 1984). En la especie porcina también se detectaron altas concentraciones de ácido 
hialurónico en el fluido oviductal de hembras durante el estro (Tienthai, 2015). La eficacia de 
los glicosaminoglicanos del tracto reproductor femenino para inducir procesos como la 
capacitación y reacción acrosomal in vivo, depende de la composición y concentración de 
glicosaminoglicanos, y al mismo tiempo la composición varía según la región del tracto 
modificándose de acuerdo a la etapa del ciclo estral de la hembra bovina (Lee y col., 1986).  
De acuerdo a la bibliografía, las concentraciones y los tiempos de incubación utilizados 
para capacitar espermatozoides con ácido hialurónico varían ampliamente según las especies. 
En el canino se han utilizado concentraciones de 5 y 10 µg/ml durante 7 y 4 horas de 
incubación respectivamente (Kawakami y col., 2000; 2006), en porcino 500 µg/ml en 6 horas 
de incubación (Suzuki y col., 2002), en ratón 750 µg/ml en 2 horas de incubación (Bakhtiari y 
col., 2007) y en bovino 1000 µg/ml en 20 minutos de incubación (Gutnisky y col., 2007).  
En el presente estudio el efecto de la concentración y el tiempo de incubación con 
ácido hialurónico en muestras espermáticas de bovino, sugiere que la inducción de la 
capacitación sería dependiente de la dosis y el tiempo de incubación, al evaluarse 
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concentraciones de 500, 750 y 1000 µg/ml con los siguientes tiempos de incubación 20, 45 y 
60 minutos. La concentración óptima hallada en el presente trabajo para la capacitación con 
ácido hialurónico y el mantenimiento de la viabilidad espermática fue de 1000 µg/ml con 60 
minutos de incubación (Fernández y Córdoba, 2014). De esta manera se infiere que el ácido 
hialurónico requiere mayor concentración y tiempo de incubación que la heparina para inducir 
la capacitación in vitro en espermatozoides criopreservados de bovino. Sin embargo, es 
interesante mencionar que los niveles de capacitación inducidos con heparina durante 15 
minutos fueron superiores a los alcanzados con ácido hialurónico al tiempo de incubación 
mencionado.  
Si bien ambos inductores tienen receptores de membrana, en la capacitación del 
espermatozoide bovino criopreservado inducida por heparina o ácido hialurónico, se estarían 
involucrando distintos mecanismos de señales intracelulares también propuestos por otros 
investigadores (McCauley y col., 1996; Galantino-Homer y col., 1997; Bains y col., 2002; Turley 
y col., 2002). Estas diferencias serían las responsables de que los inductores requieran 
diferentes tiempos de incubación y concentraciones para lograr el proceso espermático.  
Un componente del fluido folicular como el ácido lisofosfatídico, obtenido a partir de 
la acción de la fosfolipasa D sobre la lisofosfatidilcolina en condiciones in vitro, puede inducir la 
reacción acrosomal en el espermatozoide bovino (Garbi y col., 2000). Parrish y colaboradores 
han reportado que la lisofosfatidilcolina induce la reacción acrosomal cuando los 
espermatozoides bovinos son incubados previamente con heparina, pero que no se observa 
efecto de la lisofosfatidilcolina en ausencia de heparina (Parrish y col., 1988). En nuestro 
laboratorio hemos corroborado que la lisofosfatidilcolina en espermatozoides capacitados 
previamente con heparina incrementa la exocitosis acrosomal  (Pérez Aguirreburualde y col., 
2012).  
En base a los hallazgos mencionados previamente, con el propósito de comprobar si la 
capacitación con ácido hialurónico era capaz de preparar al espermatozoide para la reacción 
acrosomal, se indujo el proceso exocitótico con lisofosfatidilcolina. En el presente estudio, la 
capacitación inducida con ácido hialurónico fue menor que la alcanzada por heparina, sin 
embargo ambos glicosaminoglicanos promueven cambios intracelulares que permiten la 
reacción acrosomal verdadera in vitro inducida por lisofosfatidilcolina en el espermatozoide 
bovino. 
En el espermatozoide la mayor parte del ATP producido es utilizado para mantener la 
motilidad espermática, la cual es esencial para la fertilización (Kamp y col., 1996). Además de 
proporcionar energía para que el espermatozoide llegue al sitio de fertilización en el oviducto, 
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el ATP puede también activar señales moleculares incrementando la frecuencia de batido 
flagelar y ayudando a mover la gameta a través del oviducto o salir del reservorio oviductal en 
el bovino (Garrett y col., 2008). Cabe señalar que una de las fuentes más importantes de 
obtención de energía en las células es el metabolismo oxidativo mitocondrial. Este proceso 
oxidativo, conocido como respiración celular, ocurre dentro de las mitocondrias ubicadas en la 
pieza intermedia del espermatozoide, y genera 36 moléculas de ATP por molécula de glucosa 
incorporada a la gameta (Garrett y col., 2008).   
Se ha reportado que la capacitación con heparina produce un burst respiratorio y que 
de esta manera las mitocondrias juegan un rol importante en la producción de energía y en el 
mantenimiento del estado redox del espermatozoide bovino criopreservado (Córdoba y col., 
2006). La funcionalidad de las mitocondrias depende de la integridad de sus membranas y del 
acoplamiento de la fosforilación oxidativa y el transporte de electrones hacia el oxígeno, para 
que puedan proveer energía a la célula (Beconi y col., 1990). Además, otros autores proponen 
que la energía necesaria asociada a la capacitación no se restringe a la producida por la pieza 
intermedia de la cola espermática en otras especies (Gadella y col., 2006). La motilidad 
espermática puede ser sostenida por la producción de ATP proveniente tanto de la glucólisis 
en la parte distal del flagelo o de la respiración oxidativa en las mitocondrias de la pieza 
intermedia (Krzyzosiak y col., 1999). 
Considerando lo expuesto, este estudio indaga sobre la función mitocondrial en la 
capacitación con ácido hialurónico y heparina a través de registros polarográficos del consumo 
de oxígeno de la gameta. En este marco es de destacar que en el espermatozoide bovino 
criopreservado, la heparina como el ácido hialurónico inducen la capacitación manteniendo un 
estado de acoplamiento mitocondrial, confirmado por la respuesta al desacoplante carbanil-
cianuro-m-cloro fenilhidrazona (CCCP) de cadena respiratoria, que indujo un aumento 
significativo del consumo de oxígeno, demostrando en este sentido la conservación de la 
integridad de las membranas y la funcionalidad mitocondrial. 
En la presente investigación, los espermatozoides capacitados con heparina tuvieron 
un consumo de oxígeno superior al registrado en los capacitados con ácido hialurónico. De 
esta manera se infiere que los requerimientos energéticos y los mecanismos intracelulares 
desencadenados por los dos inductores de la capacitación, pueden ser debidos a sus distintos 
receptores que influyen de manera diferencial sobre el metabolismo oxidativo mitocondrial de 
la gameta. Los parámetros de respiración mitocondrial con heparina o ácido hialurónico 
indican un patrón metabólico oxidativo diferente utilizado por la gameta, que permite la 
capacitación y posterior reacción acrosomal en el espermatozoide bovino criopreservado. 
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El presente estudio propone evaluar otros parámetros que podrían estar justificando 
las diferencias registradas en la inducción de los procesos espermáticos como la capacitación y 
reacción acrosomal, por ejemplo desde el punto de vista metabólico. El estudio de enzimas 
clave del metabolismo espermático permite comprender la importancia de las vías 
metabólicas en la funcionalidad de la gameta masculina para la fertilización. Dentro de las 
enzimas metabólicas que participan en el mantenimiento de la carga energética y el estado 
redox de la gameta se encuentra la enzima lactato deshidrogenasa. En el espermatozoide se 
describió una isoenzima específica de lactato deshidrogenasa formada por subunidades C, 
llamada LDH-X o LDH-C4 (Duan y col., 2003; Trinchero y col., 1993). 
 La enzima lactato deshidrogenasa cataliza la conversión reversible de piruvato a 
lactato con reoxidación de una coenzima NADH. La lanzadera de esta enzima es una de las 
formas de intercambiar equivalentes de reducción entre el citosol y la mitocondria a través del 
lactato y el piruvato, ya que la membrana mitocondrial interna es impermeable a las 
coenzimas. Se ha reportado el importante rol que cumple la enzima lactato deshidrogenasa en 
la capacitación espermática en diferentes especies, como en el ratón (Duan y col., 2003), 
canino (Kawakami y col., 2006) y bovino (Córdoba y col., 2007). También fue demostrado que 
el espermatozoide porcino puede metabolizar eficientemente tanto el citrato como el lactato a 
través de una vía metabólica regulada por la lactato deshidrogenasa (Medrano y col., 2006). 
En el presente diseño se comprobó una variación de la actividad de lactato 
deshidrogenasa y de la concentración de lactato en el medio de incubación durante la 
capacitación con ambos inductores. En la capacitación del espermatozoide bovino con ácido 
hialurónico se produjo un incremento de la actividad de lactato deshidrogenasa  elevando el 
lactato en el medio de incubación, eventos que no ocurren con la heparina donde la actividad 
de la enzima fue inferior con respecto a su control. Por lo tanto, de este patrón metabólico se 
infiere que la heparina involucra un metabolismo vinculado principalmente con la fosforilación 
oxidativa mitocondrial, confirmado por el aumento significativo del consumo de oxígeno que 
provoca este inductor, en contraste a la baja respiración de los espermatozoides capacitados 
con ácido hialurónico. Este último glicosaminoglicano mantiene un metabolismo caracterizado 
por la obtención de lactato y una baja actividad respiratoria mitocondrial para producir los 
cambios de la capacitación espermática. 
 Con el fin de encontrar otro parámetro funcional espermático, se analizó el 
metabolismo oxidativo de la gameta y los sustratos lactato y piruvato. Para ello se incubaron 
las muestras con heparina y estos sustratos y se determinó la variación de la concentración de 
lactato en el medio de incubación, de manera que esta evaluación permitiera determinar los 
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cambios que conllevan a la capacitación con heparina, el inductor comúnmente utilizado en el 
bovino. En este sentido, hay que considerar que el lactato in vivo está presente en el fluido 
seminal y en las secreciones del tracto genital femenino en altas concentraciones, y puede ser 
utilizado como metabolito oxidativo por el espermatozoide humano (Mann, 1964) y bovino 
(Beconi y col., 1990). También ha sido demostrado que las moléculas de lactato y piruvato 
pueden ingresar y salir de la célula espermática a través de dos tipos diferentes de 
transportadores de monocarboxilatos (MCTs) en las membranas citoplasmáticas y 
mitocondriales del espermatozoide. Un transportador es el MCT1 localizado en la cabeza 
espermática pero que desaparece con la maduración, y otro transportador es el MCT2 que se 
localiza en la cola y que nunca desaparece, estando este último trasportador involucrado 
principalmente en la lanzadera de lactato deshidrogenasa (Gladden, 2004). Sin embargo, se 
han encontrado evidencias que la entrada y salida de lactato y piruvato a la mitocondria 
estaría mediada por una traslocasa (Milkowski y col., 1977; Córdoba y col., 2007).  
Los hallazgos del presente estudio determinan que en espermatozoides capacitados 
con heparina tanto el piruvato como el lactato son requeridos para permitir la capacitación, 
debido a que ambas estructuras carbonadas mencionadas serían necesarias para permitir su 
traslocación a través de la membrana mitocondrial interna y su oxidación a través de la cadena 
respiratoria provocando el burst respiratorio. Además, el bajo lactato en el medio de 
incubación sugiere que los esqueletos carbonados de los sustratos son derivados a su 
oxidación mitocondrial.  Lo mencionado demuestra que el mapa metabólico que desencadena 
la heparina estaría indicando que el piruvato sería metabolizado a través del ciclo de Krebs y 
cadena respiratoria. En espermatozoides bovinos criopreservados, el camino metabólico 
oxidativo que desencadena la heparina en su inducción de la capacitación, estaría indicando 
que el piruvato sería metabolizado a través del ciclo de Krebs en forma similar a lo observado 
en el espermatozoide de epidídimo de ratón (Van Dop y col., 1977).  
En espermatozoides capacitados con heparina de la combinatoria de los sustratos 
oxidativos y sus efectos, se infiere que para mantener  la viabilidad, el consumo de oxígeno y la 
capacitación es la combinación de piruvato/lactato la mejor opción para asegurar un 
metabolismo activo en la gameta. Este hallazgo del presente trabajo se encuentra en 
concordancia con lo observado en la especia equina, donde el lactato y piruvato son 
considerados como la fuente de energía más importante para sostener la motilidad 
espermática, siendo los sustratos ideales para lograr una máxima función mitocondrial (Darry 
col., 2016). En este trabajo se infiere que la presencia y actividad de la traslocasa de piruvato y 
lactato y su funcionamiento durante la capacitación con heparina permite que la combinatoria 
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piruvato (1,2 mM) y lactato (22 mM) fuera elegida para estudiar el patrón metabólico del ácido 
hialurónico.  
La actividad mitocondrial permite al espermatozoide bovino utilizar la lanzadera de 
malato/aspartato como la de lactato/piruvato para transferir los equivalentes de reducción del 
NADH hacia la mitocondria para completar su oxidación, acorde con el ingreso del lactato a la 
mitocondria para regenerar la coenzima NAD citosólica, constituyendo de esta forma un 
sistema de transporte de lactato/piruvato (Fernández y Córdoba, 2016; Jones, 1997; Storey, 
1980; Córdoba y col., 2007). De esta manera, la acción conjunta de las isoenzimas citosólicas y 
mitocondriales de lactato deshidrogenasa, permite el progreso de la vía glucolítica y de la 
cadena respiratoria transportando equivalentes de reducción entre el citosol y la matriz 
mitocondrial (Ferramosca y col., 2016). Es así que proponemos que la lactato deshidrogenasa 
se constituye como otro sitio de regulación del estado redox de la gameta, además de un sitio 
de transformación de los esqueletos carbonados para su posterior derivación a otras vías 
oxidativas para los inductores de la capacitación estudiados.  
En este estudio del espermatozoide criopreservado bovino, las variaciones de 
concentración de lactato en el medio de incubación sugieren que en la gameta se está 
produciendo un balance del estado redox y energético diferencial entre los dos 
glicosaminoglicanos usados para la capacitación. Es así que bajo condiciones de provisión de 
lactato y piruvato en el medio espermático, el ácido hialurónico provoca un patrón metabólico 
donde los esqueletos carbonados son usados por la lactato deshidrogenasa, generando una 
mayor producción de lactato en el medio de incubación, que no se deriva a la obtención de 
piruvato para producir energía a través del ciclo de Krebs y la cadena respiratoria, confirmado 
por el bajo consumo de oxígeno que genera el inductor. En este sentido, el patrón metabólico 
del ácido hialurónico estaría indicando que los cambios de las vías enzimáticas vinculadas son 
menos dependientes de la fosforilación oxidativa mitocondrial (bajo consumo de oxígeno), 
participando la lactato deshidrogenasa en el mantenimiento del estado redox y de la carga 
energética de la gameta bovina. Estos hallazgos se encuentran en concordancia con lo 
observado en el espermatozoide de ratón, donde se ha observado la conversión de piruvato a 
lactato y la oxidación de la coenzima NADH a través de lactato deshidrogenasa, siendo la vía 
glucolítica la fuente primaria de energía para la capacitación y la motilidad espermática en 
dicha especie (Duan y col., 2003).  
 Respecto a la disponibilidad de energía para los procesos espermáticos se encontraron 
diferencias entre las especies, la vía glucolítica y/o la respiración mitocondrial constituyen 
fuentes generadoras de energía en la gameta, vinculándose estas vías metabólicas con la 
 106 
actividad de la enzima creatina quinasa (Kamp y col., 1996). Existe una lanzadera de 
creatina/creatina fosfato que está compuesta por diversas isoenzimas de creatina quinasa, 
localizadas específicamente en lugares de demanda y producción de energía, que permiten 
transferir la energía desde la mitocondria hacia el citosol (Wallimann y col., 2011). Esta 
lanzadera fue identificada en espermatozoides de erizo de mar (Quest y col., 1997) y de bovino 
(Córdoba y col., 2008). El nivel de creatina quinasa es indicativo de una espermiogénesis 
normal y de la maduración, y predice el potencial fertilizante en el humano (Huszar y col., 
1997). Se ha propuesto la existencia de una regulación a través del estado redox celular, 
asociando la actividad de creatina quinasa y la fosforilación oxidativa (Koufen y col., 1999; 
Córdoba y col., 2008).  
El estudio de la capacitación del espermatozoide bovino propuesto en este diseño 
comprobó que la actividad de la enzima creatina quinasa aumenta con ácido hialurónico y 
disminuye con heparina. La menor actividad de creatina quinasa registrada en las muestras 
capacitadas con heparina se relaciona con el predominio de un metabolismo de tipo oxidativo 
mitocondrial, evidenciado por el alto consumo de oxígeno. En contraste, el aumento de la 
actividad de esta enzima en espermatozoides capacitados con ácido hialurónico se vinculó con 
un bajo consumo de oxígeno y por lo tanto con una baja actividad de la cadena respiratoria. 
Este paso metabólico del ácido hialurónico evidencia un transporte de energía contenida en la 
estructura química de la creatina fosfato de la mitocondria hacia y el citosol, debido a un 
posible mayor requerimiento de energía a nivel citosólico, por ejemplo para procesos como la 
motilidad espermática y la inducción de señales intracelulares relacionadas con quinasas.  
Si relacionamos el patrón metabólico de la heparina y el ácido hialurónico, se infiere 
que los dos glicosaminoglicanos provocan la capacitación en el espermatozoide bovino 
involucrando diferentes vías enzimáticas. De esta forma podría ser plausible que la célula 
espermática tenga la habilidad de usar diferentes sustratos metabólicos y de activar distintas 
vías de producción de energía, dependiendo de cada etapa de la fertilización y de los 
diferentes ambientes en donde se encuentra (Ferramosca y col., 2016). Así también, las vías de 
generación de energía celular por estos dos inductores son diferenciales y podrían ser 
utilizadas tanto para las diversas quinasas relacionadas con las señales intracelulares como 
para procesos como la hipermotilidad. 
 En este marco se estudiaron las enzimas clave de las señales intracelulares en 
procesos espermáticos como la capacitación. Específicamente, la capacitación espermática 
depende de la modulación de enzimas clave como proteína quinasa A, proteína quinasa C, 
tirosina quinasa y adenilato ciclasa. Diferentes autores han postulado la participación de la 
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adenilato ciclasa y el AMPc en la capacitación espermática (Galatino-Homer y col., 1997; 
Visconti, 2009). Se detectó actividad de adenilato ciclasa, tanto soluble como de membrana, 
responsable del AMPc intracelular, que induce la capacitación e involucra la fosforilación de 
proteínas en tirosina en el espermatozoide de ratón (Adeoya-Osiguwa y col., 2000). En el 
espermatozoide bovino capacitado con heparina, se evidencia un incremento del calcio 
intracelular que activaría la adenilato ciclasa, aumentando el AMPc, y la proteína quinasa A, 
señales intracelulares involucradas en la inducción de la capacitación (Parrish y col., 1994). Sin 
embargo, no existen aún reportes que señalen la participación de la adenilato ciclasa en la 
capacitación desencadenada por ácido hialurónico. 
El bloqueo de la capacitación y descenso del metabolismo oxidativo en muestras 
espermáticas capacitadas con heparina en presencia del inhibidor 2´,5´-dideoxiadenosina de la 
adenilato ciclasa de membrana, sugieren que se requiere de la actividad de dicha enzima para 
modular la capacitación y el metabolismo oxidativo durante la inducción del proceso 
espermático. En estas condiciones, la inducción que produce el ácido hialurónico no está 
vinculada con la respiración espermática a través de la actividad de la adenilato ciclasa de 
membrana. Este glicosaminoglicano depende en menor grado que la heparina de la actividad 
de la adenilato ciclasa de membrana para inducir la capacitación. En síntesis, la inhibición de la 
adenilato ciclasa de membrana no bloquea completamente la inducción de la capacitación 
producida por el ácido hialurónico y no afecta al consumo de oxígeno, posiblemente porque la 
adenilato ciclasa de membrana no esté involucrada en el mecanismo de señales intracelulares 
de la misma forma que  la heparina. 
Relacionado el efecto del ácido hialurónico sobre el metabolismo espermático a través 
de la variación de la actividad de lactato deshidrogenasa con el sistema de señales  
intracelulares dependiente de adenilato ciclasa de membrana, se infiere que si bien la 
participación de la adenilato ciclasa de membrana en el mecanismo de señales  es menor a la 
heparina, su bloqueo por 2´,5´-dideoxiadenosina provocó una disminución de la actividad de 
lactato deshidrogenasa y por consiguiente de la concentración de lactato. La modulación de la 
adenilato ciclasa de membrana en la inducción del ácido hialurónico determina un 
metabolismo oxidativo donde la actividad de lactato deshidrogenasa sería modulada por el 
AMPc de la ciclasa mencionada.  
En espermatozoides capacitados con heparina, la  regulación de la adenilato ciclasa de 
membrana sobre el metabolismo sugiere que el AMPc proveniente de esta quinasa está muy 
vinculado con la actividad mitocondrial, demostrado por el bajo consumo de oxígeno 
registrado cuando esta enzima fue bloqueada. Estos datos están relacionados con la 
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localización de una proteína quinasa A tipo II dependiente de AMPc reportada en la membrana 
mitocondrial externa de espermatozoides bovinos, que afectaría de forma directa la 
respiración mitocondrial a través de la variación de la fosforilación de proteínas y enzimas 
clave (Lieberman y col., 1988). El estado celular mencionado provoca un consumo mayor de 
lactato para mantener la energía de la gameta durante el bloqueo de la adenilato ciclasa de 
membrana en espermatozoides tratados con heparina, debido a que el sistema de obtención 
de energía se vuelve menos eficiente por la baja actividad oxidativa mitocondrial mientras que 
la actividad de lactato deshidrogenasa y creatina quinasa no se modifican siendo las que 
sostienen este patrón metabólico, no sólo para la obtención de energía sino para el 
mantenimiento del estado redox celular.  
La capacitación y la fosforilación de proteínas en el espermatozoide de ratón están 
reguladas por vías dependientes de AMPc y proteína quinasa A (Visconti y col., 1995; 
Navarrete y col., 2016). La activación de la adenilato ciclasa de membrana genera un 
incremento de la concentración de AMPc que activa proteína quinasa A desencadenando la 
fosforilación de diferentes proteínas, como tirosina quinasas y fosfatasas (Signorelli y col., 
2012). Las cadenas livianas y pesadas de la proteína asociada a los microtúbulos flagelares, la 
dineína, son susceptibles de ser fosforiladas a través de una vía dependiente de AMPc, evento 
correlacionado con la motilidad del espermatozoide de erizo de mar (Tash y col., 1989). La 
dineína ATPasa puede ser fosforilada por proteína quinasa A y de esta forma su función se 
puede vincular con la adquisición de motilidad (Stephens y col., 1992). Se ha detectado la 
presencia de proteína quinasa A en el flagelo espermático pero no en la cabeza, evidenciando 
la participación de esta quinasa en la inducción de la hipermotilidad adquirida durante la 
capacitación, e indirectamente en la reacción acrosomal, a través de generar cambios en el 
potencial de las membranas espermáticas incluyendo las acrosomales (Stival y col., 2016). El 
presente trabajo sugiere que la adenilato ciclasa de membrana juega un rol crucial durante la 
inducción de la capacitación por ambos glicosaminoglicanos estudiados, las vías metabólicas 
activadas serían puntos de modulación de la ciclasa, diferenciales probablemente debido a que 
los requerimientos del estado redox son dependientes de la inducción de cada 
glicosaminoglicano.  
En la capacitación con heparina, con respecto a la actividad de enzimas involucradas 
en el metabolismo energético y en el estado redox intracelular, los hallazgos obtenidos en este 
estudio permitieron corroborar la actividad de enzimas como isocitrato y malato 
deshidrogenasa ambas dependientes de NAD+ y enzimas del ciclo de Krebs debido a la mayor 
actividad mitocondrial registrada. De esta manera, también se comprueba la actividad de la 
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lanzadera malato/aspartato que involucra la participación de la malato deshidrogenasa, con 
una menor participación de la lanzadera de glicerol 3 fosfato, como se registró en el 
espermatozoide mamífero (Brooks, 1978). Así mismo, en espermatozoides de rata los niveles 
de coenzima NAD y NADP fueron vinculados a un sistema de regulación del estado redox 
celular que favorece los eventos involucrados en la capacitación (Lewis y Aitken, 2001), por lo 
que resultan fundamentales en el proceso espermático estudiado; en estas condiciones la 
actividad de las deshidrogenasas mencionadas estaría contribuyendo en mantener un estado 
redox intracelular. 
Por lo contrario, se determinó en la capacitación con ácido hialurónico una 
disminución de la actividad de las enzimas isocitrato y malato deshidrogenasa dependientes de 
la coenzima NAD+, y un aumento de la actividad enzimática dependiente de NADP+, estas 
últimas vinculadas al transporte de equivalentes de reducción a través de las membranas 
mitocondriales. A partir del presente trabajo se puede inferir que el ácido hialurónico 
desencadenaría la capacitación con una baja función mitocondrial comparado a los 
espermatozoides capacitados con heparina, para sostener energéticamente el proceso. En este 
sentido, el ácido hialurónico produce una mayor actividad de las enzimas dependientes de 
coenzima NADP, generando el poder reductor necesario para el mantenimiento del estado 
redox celular. A pesar de que sólo en algunas especies como el ovino y el ratón se detectó 
actividad de la vía de las pentosas fosfato en el espermatozoide (Luna y col., 2016; Urner y 
Sakkas, 1999), esta vía metabólica junto con la síntesis de ácidos grasos, podrían generar un 
requerimiento de coenzima NADP(H) producidas por reacciones enzimáticas activadas por el 
efecto del ácido hialurónico.  
Con respecto a la modulación de las deshidrogenasas estudiadas a través de proteína 
quinasa C y tirosina quinasa, durante la capacitación con heparina la isocitrato deshidrogenasa 
dependiente de NAD+ fue modulada por ambas enzimas clave, mientras que la dependiente de 
NADP+ resultó regulada sólo por tirosina quinasa. En cambio, en espermatozoides capacitados 
con ácido hialurónico, la deshidrogenasa dependiente de NAD+ no resultó modulada por 
proteína quinasa C ni por tirosina quinasa, pero la isoenzima dependiente de NADP+disminuyó 
su actividad al inhibir la tirosina quinasa. En espermatozoides capacitados con heparina, la 
malato deshidrogenasa dependiente de NAD+ evidenció una regulación por proteína quinasa C 
y tirosina quinasa y la NADP+ dependiente sólo por proteína quinasa C. Con ácido hialurónico, 
la malato deshidrogenasa dependiente de NADP+ resulta modulada por proteína quinasa C y 
tirosina quinasa, mientras que la dependiente de NAD+ no fue afectada por las inhibiciones 
enzimáticas. Estos efectos producidos por la inhibición de enzimas clave estarían confirmando 
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la diferencia de pasos intracelulares que se gatillan con ambos inductores de la capacitación 
estudiados lo que conlleva a un metabolismo diferencial. 
Diversos estudios reportaron el efecto del ácido hialurónico sobre la motilidad 
espermática; por ejemplo en espermatozoides descongelados de porcino el ácido hialurónico 
incrementa los parámetros de motilidad determinados por el sistema CASA (Computer-
Assisted Sperm Analysis) (Peña y col., 2004). Sbracia y colaboradores comprobaron que el 
ácido hialurónico mantiene la motilidad en semen descongelado humano, posiblemente por 
incrementar los niveles de ATP y la función del flagelo (Sbracia y col., 1997). Un receptor del 
ácido hialurónico, RHAMM (Receptor for Hyaluronan-Mediated Motility), fue identificado en la 
cola, pieza intermedia y cabeza espermática y estaría implicado en incrementar la velocidad y 
mantener la motilidad y viabilidad en espermatozoides eyaculados y congelados-
descongelados en la especie humana (Kornovski y col., 1994). De acuerdo con Kim y 
colaboradores, el ácido hialurónico produce niveles intermedios de incremento de la 
motilidad, capacitación, formación del segundo cuerpo polar y tasa de desarrollo embrionario, 
por el contrario se consideró en ese estudio que la heparina era el mejor tratamiento para 
incrementar las funciones espermáticas en el bovino (Kim y col., 2013). Sin embargo, otros 
autores han registrado que el ácido hialurónico no demuestra ningún efecto crioprotector y no 
incrementa la motilidad post descongelamiento de muestras espermáticas en el bovino 
(Sariözkan y col., 2015).  
En este trabajo, los resultados obtenidos de acuerdo a los parámetros de CASA 
registrados evidencian que el ácido hialurónico produce un incremento de la motilidad total y 
progresiva y de la amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza, mientras que la 
heparina muestra un efecto contrario disminuyendo estos parámetros. Así mismo, ambos 
inductores disminuyeron la velocidad curvilínea y la velocidad promedio, evidenciando que no 
potencian la velocidad espermática en las condiciones estudiadas. La variabilidad de resultados 
obtenidos por diferentes autores y los del presente estudio podrían deberse a diversas 
condiciones como el tratamiento de las muestras pre y post congelamiento, los seteos para 
cada especie de los sistemas de CASA, las concentraciones de inductores utilizadas para la 
capacitación, entre otros. Los sistemas de CASA deberán en el futuro incorporar nuevas 
herramientas y pruebas funcionales de calidad espermática que puedan contribuir a predecir 
la fertilidad de las muestras analizadas y no permanecer como un registro de parámetros 
descriptivos per se (Mortimer y col., 2015). 
También es necesario considerar que respecto a la motilidad, muchos autores 
consideran que la mayoría de las veces las muestras espermáticas resultan ser bastante 
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heterogéneas, es decir presentan distintas subpoblaciones de espermatozoides con diferentes 
patrones de motilidad dentro del mismo eyaculado, por lo que se debería realizar un análisis 
de cada subpoblación espermática para determinar su potencial fertilizante (Martínez-Pastor y 
col., 2011). Los sistemas CASA pueden utilizarse para detectar la motilidad hiperactiva que 
presentan los espermatozoides durante la capacitación, algunos trabajos han determinado que 
los parámetros velocidad curvilínea (VCL) e índice de linealidad (LIN) pueden definir de manera 
objetiva la hipermotilidad en la rata (Cancel y col., 2000). Sin embargo, el sistema CASA no 
funciona para todas las especies, como por ejemplo el bovino que no evidencia cambios 
significativos en los patrones de movimiento cuando las muestras espermáticas son incubadas 
en medios capacitantes (Marquez y Suarez, 2004). En concordancia con estos hallazgos, en 
este estudio las muestras espermáticas capacitadas con cada inductor no evidenciaron un 
patrón de motilidad compatible con la hipermotilidad característica de la capacitación, pero si 
se pudieron detectar cambios en la tipología del movimiento, por ejemplo a través del 
movimiento de la cabeza espermática. De esta manera, consideramos que la medición de los 
patrones de motilidad no puede considerarse como un parámetro determinante en sí mismo 
de la capacitación, debido a que las estructuras involucradas en la motilidad tienen una fina 
regulación, aumentando de esta forma la variabilidad de puntos a considerar para definir la 
causa de estos cambios. 
La fosforilación de proteínas en restos tirosina en el flagelo espermático ha sido 
vinculada a la hiperactivación de espermatozoides de mamíferos, la cual es requerida para 
penetrar el cumulus y la zona pelúcida del ovocito (Nassar y col., 1999; Ecroyd y col., 2003) y 
en el bovino fue identificada una proteína soluble de 55 kDa vinculada con la motilidad 
(Vijayaraghavan y col., 1997). De acuerdo a los hallazgos de este trabajo se pudo determinar 
que los cambios de motilidad producidos por los inductores heparina y ácido hialurónico 
evidencian estar  modulados  por señales mediadas por tirosina quinasa y proteína quinasa C. 
En este sentido, la motilidad durante la capacitación con heparina evidenció estar mediada por 
tirosina quinasa, mientras que en la capacitación con ácido hialurónico involucra a proteína 
quinasa C en el mecanismo de transducción de señales desencadenado por el inductor.  
En fibroblastos se ha identificado que la unión entre el ácido hialurónico y su receptor 
CD44 promueve la interacción entre CD44 y el receptor del factor de crecimiento epidérmico, 
promoviendo una vía de señalización intracelular mediada por una proteína quinasa activada 
por mitógenos y una quinasa II de calcio y calmodulina, posibilitando la diferenciación de 
fibroblastos a miofibroblastos (Midgley y col., 2013). Así mismo, se reportó en células 
neoplásicas que el ácido hialurónico mediante su interacción con CD44 incrementa la actividad 
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de diversas tirosina quinasas como fosfoinositol 3 quinasa, Src y Ras, aunque este efecto 
podría deberse también a receptores con dominios tirosina quinasa que utilizan al CD44 como 
correceptor (Cieply y col., 2015). La fosforilación de restos tirosina de proteínas de la familia 
fosfatasa por acción de la tirosina quinasa, inactiva la acción desfosforilante de las proteínas 
fosfatasas, que resulta en la activación de la hipermotilidad durante la capacitación de 
espermatozoides en mamíferos (Naresh y Atreja, 2015). Si bien no existe bibliografía hasta el 
momento acerca de la participación de estas señales intracelulares por el efecto del ácido 
hialurónico en la célula espermática durante la capacitación, los resultados obtenidos en el 
presente trabajo concuerdan con los efectos del ácido hialurónico sobre la actividad de 
proteína quinasa C y tirosina quinasa en otros tipos celulares como fibroblastos y células 
tumorales (Bourguignon y col., 2001; Hall y col., 1996; Turley y col., 2002; Lennon y col., 2014).  
La comparación de los perfiles de inducción de la heparina y el ácido hialurónico 
contribuyen al conocimiento de los mecanismos metabólicos y de señales intracelulares 
involucrados en la inducción de la capacitación in vitro del espermatozoide bovino 
criopreservado. En este sentido, la heparina y el ácido hialurónico son dos glicosaminoglicanos 
capaces de provocar la capacitación en el espermatozoide bovino involucrando diferentes vías 
metabólicas y de regulación de señales intracelulares dependientes de adenilato ciclasa de 
membrana, proteína quinasa C y tirosina quinasa, es decir diferentes caminos para alcanzar la 
capacidad fertilizante en el espermatozoide bovino criopreservado. 
Actualmente el ácido hialurónico se ha estado utilizando en diversas biotecnologías 
reproductivas que no se limitan a la capacitación espermática, sino que se extiende su 
utilización a diversas técnicas in vitro, especialmente en la especie humana pero también en 
animales. Por ejemplo el uso de este inductor en el medio de swim-up permitió seleccionar 
espermatozoides humanos que presentaban los mejores parámetros, es decir sin daño en el 
ADN y con una adecuada motilidad (Saylan y Duman, 2015). El método de unión al ácido 
hialurónico es utilizado para seleccionar espermatozoides humanos y equinos para 
tratamientos de ICSI, que tienen la capacidad de unirse al glicosaminoglicano y presentan 
integridad en su ADN y una motilidad de tipo hiperactiva (Rodriguez-Martínez y col., 2016; 
Worrilow y col., 2013; Sakkas, 2013; Colleoni y col., 2011). El ácido hialurónico contribuye a la 
capacidad antioxidante de la célula espermática al mantener la integridad del ADN en bovinos 
lecheros (Sariözkan y col., 2015). También se ha determinado que este glicosaminoglicano 
podría ser un crioprotector del semen porcino, ya que el agregado del mismo al diluyente de 
congelación incrementó la motilidad espermática, la integridad de las membranas y del 
acrosoma, la actividad mitocondrial y la actividad de las enzimas catalasa y superóxido 
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dismutasa, mientras que disminuyó los niveles de malondialdehído, indicando que podría 
inhibir la lipoperoxidación de los componentes espermáticos (Qian y col., 2016). Estos 
recientes hallazgos contribuyen a continuar investigando acerca del ácido hialurónico y sus 
efectos en la célula espermática para incrementar la fertilización in vitro.  
En la especie bovina es utilizada la fertilización in vitro no sólo para generar nuevos 
ejemplares sino también para establecer mejoras genéticas de caracteres productivos y para 
implementar nuevas biotecnologías reproductivas, como la clonación, etc. Desde este punto 
de vista, encontrar los mecanismos de señales intracelulares y metabólicos involucrados en los 
procesos espermáticos amplia el campo de trabajo fundamentado para la manipulación in 
vitro de las gametas. 
La criopreservación de semen bovino es habitual en el ámbito de la producción bovina de 
nuestro país, por lo que ampliar la evaluación de parámetros funcionales de las muestras 
espermáticas utilizando inductores fisiológicos del tracto genital femenino bovino, permite una 
evaluación integral de la célula espermática criopreservada más allá de la simple viabilidad. El 
presente trabajo de tesis contribuye a optimizar las condiciones de capacitación in vitro de 
semen criopreservado bovino, que impactará sobre la fertilización in vitro de esta especie. A 
través del conocimiento de los mecanismos intracelulares y  las variaciones del metabolismo 
espermático, se valida el uso de ácido hialurónico como inductor fisiológico de la capacitación 
espermática. 
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Esquemas propuestos 
 
 
 
 
Metabolismo del espermatozoide bovino capacitado con heparina 
LDH: lactato deshidrogenasa 
MDH: malato deshidrogenasa 
IDH: isocitrato deshidrogenasa 
PCr: creatina fosfato 
Cr: creatina 
CK-a: creatina quinasa vinculada a requerimientos energéticos en el citosol 
CK-g: creatina quinasa vinculada a la glucólisis 
CK-m: creatina quinasa mitocondrial 
Las flechas indican el mapa metabólico que desencadenaría el inductor de la capacitación con una 
mayor (flechas rojas) y menor actividad (flechas negras) en las condiciones del presente estudio. 
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Metabolismo del espermatozoide bovino capacitado con ácido hialurónico 
LDH: lactato deshidrogenasa 
MDH: malato deshidrogenasa 
IDH: isocitrato deshidrogenasa 
PCr: creatina fosfato 
Cr: creatina 
CK-a: creatina quinasa vinculada a requerimientos energéticos en el citosol 
CK-g: creatina quinasa vinculada a la glucólisis 
CK-m: creatina quinasa mitocondrial 
Las flechas indican el mapa metabólico que desencadenaría el inductor de la capacitación con una 
mayor (flechas rojas) y menor actividad (flechas negras) en las condiciones del presente estudio. 
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Señales intracelulares del espermatozoide bovino capacitado con heparina y ácido 
hialurónico 
ACs: adenilato ciclasa soluble 
ACm: adenilato ciclasa de membrana 
PLC: fosfolipasa C 
PKA: proteína quinasa A 
TK: tirosina quinasa 
PKC: proteína quinasa C 
MAPK: proteína quinasa activada por mitógeno  
CD44: receptor de membrana de ácido hialurónico 
Las flechas indican el mapa metabólico que desencadenaría el inductor de la capacitación con una 
mayor (flechas rojas) y menor actividad (flechas negras) en las condiciones del presente estudio.  
Las enzimas marcadas es rojo corresponden a las estudiadas en la tesis. 
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Conclusiones 
 
 El ácido hialurónico requiere mayor concentración y tiempo de incubación que la 
heparina para inducir la capacitación in vitro en espermatozoides criopreservados bovinos. 
 
 El ácido hialurónico y la heparina requieren diferentes tiempos de incubación y 
concentración para la inducción de la capacitación, dependiendo de sus receptores de 
membrana que involucrarían distintos mecanismos de señales intracelulares.  
 
 La capacitación con ambos glicosaminoglicanos promueve cambios intracelulares 
suficientes para permitir la reacción acrosomal verdadera in vitro inducida por 
lisofosfatidilcolina en el espermatozoide bovino criopreservado.  
 
 La heparina como el ácido hialurónico inducen la capacitación manteniendo un estado 
de acoplamiento mitocondrial confirmado por el efecto del desacoplante CCCP de cadena 
respiratoria, demostrando en este sentido la conservación de la integridad de las membranas y 
la funcionalidad mitocondrial. 
 
 Los requerimientos energéticos y los mecanismos intracelulares desencadenados por 
los dos inductores, heparina y ácido hialurónico, influyen de manera diferencial sobre el 
metabolismo oxidativo de la gameta confirmado por el consumo de oxígeno del 
espermatozoide bovino criopreservado. 
 
 La respiración mitocondrial con heparina o ácido hialurónico indican un patrón 
metabólico oxidativo diferente utilizado por la gameta, que permite la capacitación y posterior 
reacción acrosomal en el espermatozoide bovino criopreservado. 
 
 La lactato deshidrogenasa se constituye como un sitio de regulación del estado redox 
de la gameta, además de un sitio de transformación de los esqueletos carbonados para su 
posterior derivación a otras vías oxidativas para los inductores de la capacitación estudiados.  
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 En la capacitación con ácido hialurónico, se produjo un incremento de la actividad de 
lactato deshidrogenasa elevando el lactato en el medio de incubación, efectos que son 
indicadores de un metabolismo diferencial de los sustratos oxidativos piruvato y lactato 
respecto a la heparina durante la inducción del evento celular.  
 
 El patrón metabólico del ácido hialurónico estaría indicando que los cambios de las 
actividades enzimáticas vinculadas son menos dependientes de la fosforilación oxidativa 
mitocondrial, participando la lactato deshidrogenasa del mantenimiento del estado redox y de 
la carga energética de la gameta bovina.  
 
 La heparina involucra un metabolismo vinculado principalmente con la fosforilación 
oxidativa mitocondrial, confirmado por el aumento significativo del consumo de oxígeno que 
provoca este inductor, en contraste a la baja respiración de los espermatozoides capacitados 
con ácido hialurónico. Este último glicosaminoglicano mantiene un metabolismo caracterizado 
por la obtención de lactato y una baja actividad respiratoria mitocondrial para producir los 
cambios de la capacitación espermática. 
 
 En espermatozoides capacitados con heparina, tanto el piruvato como el lactato son 
requeridos para permitir la capacitación, debido a que ambas estructuras carbonadas 
mencionadas permitirían su traslocación a través de la membrana mitocondrial interna y su 
oxidación a través de la cadena respiratoria provocando el burst respiratorio.  
 
 El mapa metabólico que desencadena la heparina estaría indicando que el piruvato 
sería metabolizado a través del ciclo de Krebs y cadena respiratoria, evidenciado por la baja 
actividad de lactato deshidrogenasa y la disminución de la concentración de lactato en el 
medio. 
 
 La actividad mitocondrial permite al espermatozoide bovino utilizar la lanzadera de 
lactato/piruvato para transferir los equivalentes de reducción del NADH hacia la mitocondria 
para completar su oxidación en  presencia de heparina. 
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 En espermatozoides capacitados con heparina, de la combinatoria de los sustratos 
oxidativos y sus efectos, se infiere que para mantener la viabilidad, el consumo de oxígeno y la 
capacitación, es la combinación de piruvato y lactato la mejor opción para asegurar un 
metabolismo activo en la gameta. 
 
 El aumento de la actividad de creatina quinasa en espermatozoides capacitados con 
ácido hialurónico es un paso metabólico que evidencia una utilización de energía contenida en 
la estructura química de la creatina fosfato de la mitocondria hacia el citosol para la motilidad 
espermática y la inducción de señales intracelulares relacionadas con quinasas. 
 
  La menor actividad de creatina quinasa registrada con heparina se relaciona con el 
predominio de un metabolismo de tipo oxidativo mitocondrial, evidenciado por el alto 
consumo de oxígeno.  
 
 En presencia del inhibidor de la adenilato ciclasa de membrana (2´,5´-
dideoxiadenosina), el bloqueo de la capacitación y descenso del metabolismo oxidativo en 
muestras espermáticas capacitadas con heparina sugiere que se requiere de la actividad de 
dicha ciclasa para modular la capacitación y el metabolismo oxidativo. 
 
 La inhibición de la adenilato ciclasa de membrana no bloquea completamente la 
inducción de la capacitación producida por el ácido hialurónico y no afecta al consumo de 
oxígeno, sugiriendo que la ciclasa no estaría involucrada en el mecanismo de señales 
intracelulares de la misma forma que en la inducción con heparina. 
 
 La adenilato ciclasa de membrana en la inducción del ácido hialurónico regularía la 
actividad de lactato deshidrogenasa provocando una disminución de su actividad y por 
consiguiente de la concentración de lactato.  
 
 El presente trabajo sugiere que la adenilato ciclasa de membrana juega un rol crucial 
durante la inducción de la capacitación por ambos glicosaminoglicanos estudiados, las vías 
metabólicas activadas sustentan también los puntos de modulación de la ciclasa, diferenciales 
probablemente debido a que los requerimientos del estado redox son dependientes de la 
inducción de cada glicosaminoglicano.  
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 En presencia de heparina y el inhibidor de la adenilato ciclasa de membrana, la 
actividad de lactato deshidrogenasa y creatina quinasa no se modifican, siendo estas enzimas 
las que sostienen parte de este patrón metabólico de la gameta, no sólo para la obtención de 
energía sino para el mantenimiento del estado redox celular que conserva la viabilidad 
espermática sin permitir la capacitación en estas condiciones.  
 
 La adenilato ciclasa de membrana participa en la inducción de heparina y ácido 
hialurónico, los cambios metabólicos del espermatozoide con el inhibidor de la ciclasa 
indicarían esta modulación. 
 
 La isocitrato y malato deshidrogenasa dependientes de NAD en la capacitación con 
heparina, son enzimas involucradas en el metabolismo energético y en el estado redox 
intracelular, acorde con la mayor actividad enzimática y mitocondrial registrada.  
 
 En la capacitación con ácido hialurónico disminuyó la actividad de las enzimas 
isocitrato y malato deshidrogenasa dependientes de la coenzima NAD, y aumentó la actividad 
enzimática dependiente de NADP, estas últimas estarían vinculadas al transporte de 
equivalentes de reducción a través de las membranas mitocondriales.  
 
 El ácido hialurónico desencadenaría la capacitación con una baja función mitocondrial 
comparado a los espermatozoides capacitados con heparina, para sostener energéticamente 
el proceso. En este sentido, el ácido hialurónico produce una mayor actividad de las enzimas 
isocitrato y malato deshidrogenasa dependientes de coenzima NADP, generando el poder 
reductor que sería necesario para el mantenimiento del estado redox celular. 
 
 La capacitación con heparina y ácido hialurónico resultaron estar reguladas por 
proteína quinasa C y tirosina quinasa al inhibir estas enzimas clave que participan del 
mecanismo de transducción de señales intracelulares. 
 
 En la capacitación con ácido hialurónico se determinó la participación de proteína 
quinasa C y tirosina quinasa, evidenciando la activación de estas señales intracelulares a partir 
de la interacción del ácido hialurónico y su receptor específico CD44.  
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 En espermatozoides capacitados con ácido hialurónico, con respecto a la modulación 
de proteína quinasa C y tirosina quinasa, la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP se  
ve modulada por tirosina quinasa solamente mientras que la deshidrogenasa dependiente de 
NAD no es modulada  por proteína quinasa C ni por tirosina quinasa.  
 
 Durante la capacitación con heparina la isocitrato deshidrogenasa dependiente de 
NAD es modulada por proteína quinasa C y tirosina quinasa, mientras que la dependiente de 
NADP la regularía sólo la tirosina quinasa.  
 
 Con ácido hialurónico la malato deshidrogenasa dependiente de NADP es modulada 
por proteína quinasa C y tirosina quinasa, en cambio la dependiente de NAD no es regulada 
por ninguna de las dos enzimas clave involucradas en las señales intracelulares. Por el 
contrario, en espermatozoides capacitados con heparina, la malato deshidrogenasa 
dependiente de NAD tiene regulación proteína quinasa C y tirosina quinasa, y la dependiente 
de NADP sólo la regularía la proteína quinasa C. Estos efectos producidos por la inhibición de 
enzimas clave estarían confirmando la diferencia de pasos intracelulares que se gatillan con 
ambos inductores de la capacitación estudiados lo que conlleva a un metabolismo diferencial. 
 
 Los parámetros de CASA registrados evidencian que el ácido hialurónico produce un 
incremento de la motilidad total y progresiva y de la amplitud media del desplazamiento  
lateral de la cabeza, mientras que la heparina muestra un efecto contrario disminuyendo estos 
parámetros.  
 
 La medición de la motilidad no es un parámetro determinante en sí mismo que pueda 
caracterizar la capacitación, debido a que las estructuras espermáticas involucradas en la 
motilidad poseen una fina regulación aumentando la variabilidad de parámetros espermáticos 
a considerar para definir la causa de los cambios en la motilidad durante la capacitación. 
 
 La motilidad durante la capacitación con heparina evidenció estar mediada por tirosina 
quinasa, mientras que en la capacitación con ácido hialurónico se involucra a la proteína 
quinasa C en el mecanismo de transducción de señales.  
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 Si bien ambos glicosaminoglicanos tienen receptores de membrana son capaces de 
provocar la capacitación involucrando diferentes vías metabólicas y de regulación de señales 
intracelulares dependientes de adenilato ciclasa de membrana, proteína quinasa C y tirosina 
quinasa, es decir diferentes caminos para alcanzar la capacidad fertilizante del espermatozoide 
bovino criopreservado. 
 
 La criopreservación de semen bovino es habitual en el ámbito de la producción bovina 
de nuestro país, por lo que ampliar la evaluación de parámetros fisiológicos de las muestras 
espermáticas utilizando inductores fisiológicos del tracto genital femenino bovino, permite una 
evaluación integral de la célula espermática criopreservada más allá de la simple viabilidad. 
 
 El presente trabajo de tesis contribuye a optimizar las condiciones de capacitación in 
vitro de semen criopreservado bovino, que impactará sobre la fertilización in vitro de esta 
especie y la transmisión de la genética que mejore la producción. A través del conocimiento de 
los mecanismos intracelulares y las variaciones del metabolismo espermático, se valida el uso 
de ácido hialurónico como inductor fisiológico de la capacitación espermática. 
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